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INTRODUCTION
L'intensification des cultures vivrières et surtout industrielles liée à la
poussée démographique et à l'essort économique des pays du sud, s'est
accompagnée d'une forte augmentation de la protection de ces cultures contre
leurs ennemis naturels, notamment les insectes phytophages.
L'':!tilisation quasi exclusive d'insecticides chimiques pour lutter contre
ces ravageurs a conduit à l'apparition de résistances nécessitant l'emploi de
doses de plus en plus élevées, onéreuses et polluant l'environnement, en
particulier les nappes phréatiques (Georghiou, 1990).
Panni les solutions alternatives ou complémentaires à la lutte chimique
contre les insectes, celles offertes par la lutte biologique à l'aide d'auxiliaires
naturels (virus, bactéries, protozoaires, champignons, nématodes et insectes
entomophages) sont les plus crédibles. La grande diversité des agents
entomopathogènes, liée à leur spécificité généralement étroite, permet en effet
une lutte appropriée dans les domaines de la protection phytosanitaire contre
les ravageurs et de la santé humaine contre les vecteurs (Lysansky,1989).
Du fait de leur fort pouvoir pathogène, de leur inocuité totale vis-à-vis
des vertébrés et de l'absence de phénomènes de résistance chez, l'insecte hôte,
certaines souches de virus entomopathogènes sont apparues comme
d'excellents candidats pour contrôler de nombreux insectes ravageurs des
cultures ou vecteurs de maladies animales et humaines. Ainsi, plusieurs
souches de Baculovirus de polyédroses nucléaires (NPV) et de granuloses
(GV) sont actuellement commercialisées comme biopesticides (Leisy et van
Beek, 1992) contre des Lépidoptères défoliateurs du tabac et du coton comme
le produit ELCAR (Sandoz) élaboré à partir du NPV d'Heliothis zea ou Spod-
X (DuPont) à partir du NPV de Spodoptera exigua. De même, les produits
Cyd-X (Dupont), San 406 (Sandoz) ou Carpovirusine (Calliope), élaborés à
partir du GV de Cydia pomonella sont disponibles contre ce Lépidoptère
ravageur des arbres fruitiers.
Trois facteurs limitent l'utilisation des entomovirus en lutte biologique:
leur relative lenteur d'action par rapport aux insecticides chimiques, leur trop
grande spécificité et leur prix de revient élevé. Ces trois désavantages
commencent néanmoins à être corrigés. En effet, des progrès dans la
connaissance des génomes des entomovirus, notamment ceux des
Baculovirus, ont conduit à identifier plusieurs gènes responsables de la
spécificité d'hôte ou du pouvoir pathogène, et les possibilités offertes par le
génie génétique ont pe~ d'améliorer l'efficacité des souches virales par la
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production de virus recombinants. il est entendu que ces souches virales
génétiquement modifiées doivent être contrôlées pour s'assurer que leur
épandage dans la nature sera sans danger (Wood et al., 1990). Ces souches
expriment des gènes étrangers ou modifiés, responsables de nouveaux
caractères. Ainsi, il est possible d'élargir le spectre d'hôte d'une souche donnée
par création d'un gène de spécificité hybride (Croizier et al., 1994). Le spectre
d'action de cette nouvelle souche se limitant toutefois aux seules espèces
nuisibles pour la plante-cible, l'équilibre écologique de la faune auxiliaire est
préservé.. Des travaux récents ont d'autre part montré que l'on pouvait
exacerber la virulence d'une souche sauvage de Baculovirus par délétion du
gène de l'ecdysone glycosyl transférase (egt) qui fonctionne comme un gène
anti-apoptose (O'Reilly et Miller, 1991) ou par expression de protéines
étrangères anti-insectes telles les toxines de scorpions (Stewart et al., 1991;
Maeda et al., 1991) ou d'Hyménoptères parasitoïdes (Tomalski et Miller,
1991). D'autre part, parallèlement à la production de virus sur larves d'insectes
(Sheih, 1989), des techniques de production à grande échelle de Baculovirus
en cultures cellulaires en absence de sérum de veau foetal sont en cours de
mise au point pour abaisser les coûts de production d'une multiplication en
bio-réacteur (Van Lier et al., 1990).
Parallèlement à ces travaux sur les Baculovirus, des études récentes
menées sur d'autres groupes de virus entomopathogènes comme les
Densovirus (Barreau et al., 1996; Tal et Attathom, 1993; Tijssen et Bergoin,
1995), les Entomopoxvirus (Hall et Moyer, 1993; Sanz et al., 1994; Gauthier
et al., 1995) et les Tétravirus (Hendry et al., 1995) ont mis en évidence leur
grande diversité et, pour certains d'entre eux, leurs potentialités en tant que
biopesticides (Ginting et Desmier de Chenon, 1987; Prawirosukarto, 1996).
Tel est le cas notamment de certains Densovirus qui jouent un rôle important
dans la régulation des populations naturelles de nombreux Lépidoptères
défoliateurs (Genty et Mariau, 1975; Fédière, 1983). Le clonage récent du
génome de plusieurs d'entre eux sous forme infectieuse ouvre d'intéressantes
perspectives dans la manipulation de ces virus en vue d'une utilisation comme
biopesticide (Jourdan et al., 1990).
C'est dans une perspective de lutte biologique par entomovirus que
se situent les travaux rapportés dans ce mémoire. Ils ont trait à la mise en
évidence, l'isolement et la caractérisation de virus entomopathogènes à
partir de ravageurs de cultures pérennes en Côte d'Ivoire et de cultures
annuelles en Egypte.
Dans un premier chapitre sont exposées les recherches sur les virus
isolés en zone intertropicale humide, essentiellement à partir des espèces
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défoliatrices des palmiers cultivés (palmier à huile et cocotier) en Afrique de
l'Ouest. Ces cultures industrielles pérennes constituent des agroécosystèmes
intensifs monoculturaux qui abritent une importante entomofaune, en
.particulier des Lépidoptères défoliateurs dont les pullulations, couvrant
plusieurs hectares, causent des dégâts considérables. Un des principaux
facteurs de régulation naturelle de ces populations est représenté par les
entomovirus. Après avoir isolé plusieurs de ces virus' lors d'épizooties, nous
nous sommes attaché à les caractériser et pour les plus pathogènes d'entre
eux, à les utiliser sous forme de suspensions virales dans des essais aux
champs, en particulier le Densovirus de Casphalia extranea Walker. Les
possibilités offertes par le Laboratoire d'Entomovirologie d'Adiopodoumé
nous ont permis de mettre au point les outils de diagnostic de ces viroses,
notamment la production d'anticorps spécifiques et de sondes moléculaires, en
vue d'études épidémiologiques.
Le second chapitre est consacré à l'étude d'entomovirus associés aux
ravageurs de cultures annuelles en Egypte. Nous avons centré nos recherches
sur les Lépidoptères inféodés aux graminées vivrières (maïs, riz et canne à
sucre). Les espèces-cibles choisies constituent les ravageurs majeurs de ces
agroécosystèmes pluriculturaux. ns sont caractéristiques d'une région
agroclimatique comme le bassin méditerranéen (Chilo agamemnon Bles.) et
l'Mrique du Centre et de l'Est (Sesamia cretica Led.) ou font partie des grands
ravageurs cosmopolites, comme par exemple la pyrale du maïs Ostrinia
nubilalis Hbn. Les plantations de ces graminées ne constituent pas des
biotopes stables puique les parcelles subissent la rotation des cultures en hiver
et il est plus difficile de mettre en évidence des entomovirus à partir
d'épizooties naturelles. Néanmoins, des élevages de chenilles en conditions de
stress, au Laboratoire d'Entomovirologie du Caire, nous a permis d'isoler, de
caractériser, puis de sélectionner les souches virales les plus performantes en
terme de pouvoir pathogène, afin de les tester à court terme en champs. C'est
ainsi que nous nous sommes attachés tout particulièrement à l'étude de deux
de ces virus, un Densovirus isolé de Mythimna loreyi Dup., hautement
virulent et étonnamment polyspécifique, et un Baculovirus de granulose isolé
de S. cretica. Le deuxième objectif de nos travaux vise à moyen terme
l'amélioration des performances de nos souches virales sauvages par l'étude
approfondie de leur génome. Nous avons ainsi tenté le clonage du génome
complet du Densovirus de M. loreyi, afin d'obtenir un plasmide infectieux,
nous ouvrant la voie de la sélection de souches clonées et de l'ingienerie
génétique de ce virus.
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Enfin l'exposé des éléments de prospective nous conduit à proposer des
axes prioritaires de recherche en entomovirologie devant faire l'objet de
développements dans le futur afin de pouvoir disposer d'un biopesticide viral
efficace et compétitif.
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CHAPITRE 1 : ETUDE DES ENTOMOVIRUS ASSOCIES AUX
DEFOLIATEURS DE CULTURES PERENNES EN COTE D'IVOIRE.
Introduction
Dans les pays du sud, en particulier en MOque noire, les grandes
cultures intensives destinées principalement à l'exportation, jouent un rôle
économique essentiel. C'est le cas de la Côte d'Ivoire où les cultures de rente
ont été diversifiées au maximum pour atténuer les aléas des cours du marché
mondial. Panni les plantes pérennes concernées, nous pouvons citer par ordre
d'importance dans ce pays : le cacaoyer, le palmier à huile, le cafeier, le bois
(forêts et reforestation), le bananier et l'hévéa. De ce fait une attention toute
particulière a été accordée à la protection de ces cultures sous toutes ses
fonnes.
1 • Les viroses des insectes défoliateurs des plantations de palmiers
La culture des Arecacées en Côte d'Ivoire, en particulier celle du
palmier à huile <elaeis guineensis) .et du cocotier (Cocos nucifera), revêt une
importance croissante. Le palmier à huile y représente la deuxième culture de
rente. En 1995, la Côte d'Ivoire a produit 350 000 tonnes d'huile de palme sur
100 000 hectares de plantations industrielles, pour une production mondiale
avoisinant 12 millions de tonnes. Ce pays se situe au deuxième rang africain
après le Nigéria et au cinquième rang mondial, la Malaisie occupant le
premier rang. Le développement des palmeraies s'est accompagné de la
colonisation rapide de ces nouvelles niches écologiques stables par un grand
nombre d'insectes ravageurs, au premier rang desquels les Lépidoptères
Limacodidae, suivis par les Coléoptères Scarabeidae et Chrysomelidae
Hispinae, puis par des Lépidoptères Notodontidae et Hesperidae. La
PALMINDUSTRIE, société d'état responsable du développement des
plantations industrielles de palmiers suivait les recommandations de l'ex-
Instittit de Recherche sur les Huiles et Oléagineux (IRHO), réorganisé
maintenant au sein du CIRAD-CP, pour assurer le contrôle phytosanitaire de
ses plantations. C'est dans ce cadre de protection des cultures, mais dans
l'optique de lutte biologique, que les entomologistes de cet institut, ont confié
à l'ORSTOM les études touchant à l'entomovirologie. L'ensemble de nos
travaux sur les plantations de palmiers a donc été mené en collaboration avec
l'IRHO sur le terrain, mais aussi avec le Laboratoire de Virologie Moléculaire
de la Station INRA-CNRS de St-Christol-Ies-Alès pour les études
fondamentales.
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A • Les virus des Lépidoptères Limacodidae
Deux espèces de Lépidoptères Limacodidae p~llulent
fréquemment sur le palmier à huile et le cocotier, il s'agit de C. extranea et de
Latoia viridissima Holland. Les populations de ces deux défoliateurs sont
sujettes à d'importantes fluctuations, l'un des principaux facteurs de contrôle
naturel étant représenté par les virus entomopathogènes, qui déclenchent des
épizooties. La mise en évidence et la caractérisation partielle de deux virus
libres responsables de ces viroses épizootiques ont fait l'objet d'un premier
travail de synthèse. TI s'agit du Dènsovirus de C. extranea (CeDNV) et du
Picomavirus de L. viridissima (Fédière, 1983). Faisant suite à ces recherches,
des essais de traitement sur le terrain ont été entrepris, et des études
fondamentales menées sur le génome de ces virus et sur la multiplication de
ces souches en cultures cellulaires.
1. Le Densovirus de CasjJhalia extranea
Ce Densovirus, présente, de par les épizooties qu'il est capable
de déclencher naturellement, le potentiel d'un agent de lutte biologique. Sa
spécificité d'hôte, le réserve cependant pour une utilisation exclusive contre C.
extranea.
a. Essais de traitement en palmeraies
Plusieurs essais de traitement à base de CeDNV ont été entrepris.
L'un d'eux en grandeur nature a fait l'objet d'une publication (Fédière et al.,
1986c). Au cours de ce traitement, des pulvérisations aériennes par
hélicoptère ont été effectuées sur des parcelles de la plantation industrielle de
palmiers à huile d'Eloka, lors d'une pullulation de larves de C. extranea. La
suspension purifiée de Densovirus a été utilisée sur 2 blocs de 10 hectares, à 2
concentrations, équivalentes respéctivement à 50 g (bloc A) et 100 g (bloc B)
de chenilles mortes/bectare. Les résultats ont été comparés à ceux obtenus,
d'une part sur un bloc témoin (bloc C), et d'autre part sur un bloc traité (bloc
D), avec un insecticide chimique (Deltamétrine à 9 g M. A./ hectare). Deux
semaines après le traitement, l'épizootie qui fut déclenchée causa la mort de
92 % des larves sur les 2 parcelles traitées par le biopesticide. La parcelle C
témoin, adjacente à A et à B, fut progressivement envahie par le virus. Sur la
parcelle D, l'effet de la Deltamétrine fut efficace à 99 %, et presque
instantané.
Ces résultats ont mis en valeur le fort pouvoir pathogène du
CeDNV, et les possibilités de son utilisation en lutte biologique.
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b. Cartographie de restriction du génome de CeDNV
Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite
(P12); nous n'en donnerons que les résultats essentiels.
La carte physique du génome du CeDNV a été réalisée après
digestions simples et doubles avec 26 enzymes de restriction. La taille du
génome natif est estimé à 4. 9 Kb. 17 enzymes ne reconnaissent aucun site de
restriction. Nous avons positionné 20 sites de restriction, générés par 7
enzymes .le long du génome du CeDNV. Des tests d'hybridation selon
Southem '(1975) n'ont détecté aucune homologie de séquence entre l'ADN
génomique du CeDNV et ceux des Densovirus de Junonia coenia UcDNV) et
de Galleria mellonella (GmDNV) (Jousset et al., 1990). Sur la base de la
taille de son génome, CeDNV est plus proche du Densovirus de Bombyx mori
(BmDNV) qui présente une taille de 5 Kb (Bando et al., 1990), que de JcDNV
et de GmDNV qui possèdent des génomes de 6 Kb.
A la suite de ces travaux, la fabrication de sondes nucléiques
spécifiques a ouvert la voie aux études d'épidémiologie virale dans les
populations naturelles du ravageur (Kouassi et al., 1992) et l'établissement de
la carte physique a permis de démarrer le clonage du génome et son étude
approfondie (Kouassi, 1993).
L'ensemble des recherches réalisées sur le CeDNV a montré que nous
sommes en présence d'un Densovirus présentant ~ potentiel de
développement, aussi bien dans le domaine appliqué po~ ses conditions
d'utilisation, que dans le domaine fondamental pour l'étude de la structure fine
de son génome original.
2. Le Picomavirus de Latoia viridissima
Contrairement à l'espèce C. extranea dont les attaques sur palmier à
huile et cocotier sont concentrées sur 6 mois, du fait d'un arrêt de
développement systématique entre novembre et avril, les larves de L.
viridissima, pullulent régulièrement tout au long de l'année. De ce fait, la
recherche d'un agent entomopathogène contre ce ravageur était encore plus
souhaitée. De par les épizooties qu'il est capable de déclencher naturellement,
un Picomaviros d'un type nouveau fut isolé et caractérisé (Fédière, 1983). Son
originalité provient du nombre et du poids moléculaire des protéines
capsidaires qui sont inhabituels.
a. Essais d'utilisation en plantation
Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (P5); nops
n'en dolpJ~rons que les résultats essentiels. Des traitements terrestres ont été
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SUMMARY
A physical map of the Casphalia extranea densovirus genome (CeDNV) was construct-
ed. The size of the intact viral genome was estimated to be 4.9 kilobases or 1.6 MDa
(single strand). The double-stranded CeDNV genomic DNA was cleaved with 26 res-
triction endonucleases and 20 restriction sites were mapped on the genome. The CeDI\lV
DI\lA restriction map was compared to those of other densoviruses. Southern blotting
hybridization experiments failed to reveal any homology between the genomes of CeDNV
and Junoniacoenia densovirus (JcDNV).
Key-words: DNA, Densovirus, Parvoviridae, Restriction map; Casphalia extranea.
INTRODUCTION
Densoviruses (DNV) originally discovered
in heavily infected larvae of the greater wax
moth Galleria mellonella (Meynadier et al., 1964)
have been since isolated from several species
of insects, mainly Lepidoptera (see review by
Kawase, 1985). The virions of DNV are' small
icosahedral non-enveloped particles, 20 to 23 nm
in diameter and their capsid contains 4 poly-
peptides (Tijssen et al., 1976; K~lly et al.,
1980; Bando et al., 1985). Their genome is a
single-stranded (ss) linear DNA molecule 5-6 kb
in length (Barwise and Walker, 1970; Kelly
and Bud, 1978; Nakagaki and Kawase, 1980;
Jousset et al., 1986; Bando et al., 1987).
Owing to their properties, DNV have been c\as-
sified within the family Parvoviridae as the
genus Densovirus, along with the two genera
Parvovirus and Dependovirus of vertebrate
parvoviruses (Matthews, 1982; Siegl et al., 1985).
They are characterized by their autonomous
replication (unlike the dependoviruses) and
by the separate encapsidation in equimolar ra-
tios of strands of each polarity (Barwise and
Walker, 1970; Kurstak et al., 1971; Kelly et
al., 1977). As a consequence of this property,
DNA extraction from DNV virions in high salt
buffer resulted in the' formation of double-
stranded (ds) DNA molecules (Truffaut et al.,
1967; Barwise and Walker, 1970; Kelly et al.,
1977).
.. ~
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A small DNA virus has been recenLly isolaL-
ed from Casphalia exlranea (Lepidoptera,
Limacodidae), one of the major oil palm pesLs
in West Africa (Fédière, 1983). LaboraLory and
field tests with this virus have shown its high
pathogenicity and ability to control natural
populations of its host (Fédière el al., 1986).
PreIiminary results indicatcd that this virus
shared most of the properties of densoviruses,
including a capsid built up of 4 polypepLides and
a DNA of about 5.7 kb (Fédière, 1983). Reccnt-
ly, we succeeded in multiplying the virus in an
established cellline (Fédière el al., 1990). ln ord-
el' to further investigate the basic properties of
the C. exlranea densovirus (CeDNV) genome,




Virus was purifed l'rom infected larvae collected
in the Iïdds (Fédière, IlJH.1). I.arvae \Vere Iïrst
homogencized in Tris (0.05 M)-SOS (O.Oô "/") buller
pH 7.8. Arter lïlLration Lhrough cheese cloth and
clarification (9,000 g, 5 min), Lhe virus was concen-
trated by high speed centrifugaLion (Ti-55 Beckman
rotor, 40,000 l'pm, 2 h). The viral pellets, l'esus pend-
ed in Tris (0.05 M pH 7.8) buffer were dispersed by
u1trasonicaLion and Lhen clarified (9,000 g, 5 min).
The resulting supernatanL, conLaining virus parLicles,
was layered onLo a 15-45 010 (w/w) saccharose gra-
dient prepared in Tris buffer and c'entrifuged (SW 28,
Beckman rotor, 27,000 rmp, 2 h). The virus band
was removed with a perisLaltic pump connected to
an UV specLrophotometer (Beckman UV-5230).
Generally, 2 or 3 gradients were necessary to obtain
a satisfactory purification of the virus. .
--_.-- ------ _---.__ _.. , ..-. ..,
UNA extractioIJ
The virus suspension in TE buffer (0.01 M Tris,
0.01 M EDTA, pH.S.O) was treated with SDS
(5 mg/ml l'inal concentration) and incubated at 60°C
l'or 15 min. The DNA solution was deproLeinized by
mixing with an equal volume or a phenol/chloroform
solution and gentle shaking at room temperature. The
mixLure was ccntrifuged for 5 min at5,000 g and the
same extraction procedure was applied Lo the upper
aqueous phase using phenol only, then chloroform
onfy, and finally, ether.
The deproteinized DNA solution was Lhen dia-
lysed against l'EN burrer (0.01 M Tris pH 8.0;
0.001 M EDTA; 0.1 M NaCI) for 72 h, with a
change of bu ffer every 12 h and finally ethal.101
precipiLated overnighL at - 20°C.
The DNA precipiLate was resuspended in TE
burfer and Lhe purity and concentration of the solu-
tion checked by UV spectrophotomeLry.
Digestion
The DNA was digesLed wiLh the following en-
donucleases: BamHI, Bglll, EstEil, CIal, Dra1,
EcaRt, EcaRV, Haell, HaelIl, Cio1, HindI,
Hilldlll, Hpal, Hpall, Kpnl, Nllel, Notl, Pstl, PVIII,
PVIIIl, SaIl, 511101, Stul, Taql, Xbal, XIIOI, under
COllditiolls specilïed by the sllpplier.
The digestioll vultlllle \Vas apploxillJalely 5U III
and 1 to 2 [LI of enzyme were added ill order Lo have
aL least one unit per [Lg of DNA. The digesled frag-
ments were analysed by elecLrophoresis on horizoll-
Lai aga rose mini-gels (Helling et al., 1974) 61'
appropriate concentrations (1.2 to 2 %) in T AE
buffer (40 mM Tris pH 8.0; 40 mM sodium aceLate;
1 mM EDTA). 1'0 separate resLricLion fragments too
small to be detecLed. by agarose gel elecLrophoresis,
polyacrylamide slab gels (7.8 and 9 0'/0) were also
used. Artel' migration, gels were stained wiLh ethidi-
um bromide (1 mg/ml) and photographed under UV
light. The size of restricLion fragments was deter-
mined by linear regression according to the methocl



























RESTRiCTiON MA? OF CASPHALlA EXTRI\NEA DENSOViN.US 491
digestion fragments of bacteriophage lambda DNA
as standards. This method permits the caJculation of
a correction coefficient (L) to avoid error in meas-
urement due to the inflexion in the upper part of the
calibration curve.
Southern blot hybridization
DNA restriction fragments were transferred onto
nylon membranes (Boerhinger Mannheim) and then
hybridized with a total genomic probe of either
CeDNV or JcDNV DNA, both labelled with
digoxigenin-ll-dUTP according to the supplier's pro-
tocol (Boerhinger Mannheim).
ln order to reuse a membrane for a second
hybridization, it was first decolorized and treated fol-
lowing the recomandations of the supplier.
RESULTS
The DNA of CeDNV was submitted to a
range of restriction enzymes. The following en-
donucleases: BamHI, BgIIl, BstEIl, Cial,
HaeIl, HhaI, Cfol, Hpal, KpnI, Nhel, Noll,
Ps/I; Pvul, Pvull, Sail, Smal and SluI were
found to have no cleavage site in the viral DNA.
The enZYllIes !:coRV, X/ml ami X!loi clcaved
llIe CdJNV IJNI\ once. The olilel' CII/.Yllles lcsl-
ed had more than one restriction site: EcoRI and
HindI (3 sites), Dra1 and HindIlI (4 sites),
Haelll and Taql (6 sites). Digestion with Hpall
appeared to be pOQrly reproducible by generat-
ing an inconstant number of fragments. The sizes
of the restriction fragments of the CeDNV ge-
l'ïg. 1. Elcclrorhorelic prorile or rcslriclcd gCllolllic IJNA
l'rom CeIJNV.
Lalle 1: l;"cuRI-liindlll lambda IJNA digest; lalle 2:
ulldigestcd DNA; lalle 3: EcuRV digest; lalle 4:
EcuRV + Xbal digest; lalle 5: Xbal digest; lane 6:
EcuRV + Xbul digest; lalle 7: X/lUI digest.
Table l. NUll1ber and size (in kb) of the restriction fraglllcllls froll1 the gcnolllic ONA of CeONV.
Fragments
Enzymes A B C 0 E F G
Dra1 2.72 1.18 0.75 0.14 0.11
Hindi 1.68 1.43 1.13 0.66
EcoRl 3.49 0.58 0.51 0.32
EcoRV 3.83 1.07
HaelIl 1.87 1.09 0.65 0.56 0.20 0.25 0.22
l/imlili 2.:W O.IN O.X2 0.42 O.JX
T{/{/I 1.25 I.OX 0.X6 0.7J O.M 0.22 0.12
Xbal 4.22 0.68
Xhol 4.40 0.50
The sizes of the individual fragments generated by eaeh enzyme were adjusled aecording 10 Ihe value of 4.9 kb eSlilllated (orihe
undigested genomic DNA.
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.. Fig. 2. Restriction map of the CeDNV genomic DNA as
determined by the following endonudeases: EcoRV, Xbal,
Xhol, EcoRI, Hil/dIII, Huell! and Taql.
nome are shown in table 1. Duc' to the limita-
tions of the method used, it was not possible to
detect DNA fragments with a size smaller than
80 bp. The molecular weight of undigested
dsDNA estimated by electrophoresis on agarose
gel was 3.2 MDa (4.9 kbp) or 1.6 MDa for the
ss molecule.
Complete mapping of the restriction sites on
the genome was achieved by using c1assical tech-
niques of total or partial digestion with each of
the different enzymes or simultaneous digestion
with pairs of restriction enzymes (see fig. 1). The
restriction map of the CeDNV genome was ob-
tained by ordering the 29 restriction fragments
and positioning the 20 restriction sites (see
fig. 2). The' unique EcoRV restriction site served
for ordering the fragments on the genome. It was
arbitrarily decided that the large fragment (A)
represented the right hand side of the molecule.
The recognition sites of the other enzymes were
positioned relative to this.
The restriction sites for enzymes Hpall, DraI
and HincII were not mapped on the genome, and
8 A 1 ECI'RY
A 8 1 .\'hr I
A 1 B 1 Xlvi
B DI CI A ECI'R!
B DI A 1El C IMixfIIJ
!GI C P lEI A B lE 1 H.re III
,
B 1 E C·p-Q A 1E 1 T.l'ql
tb
o 2 3 4.9
the restriction fragments C, 0 and G of Taql
enzyme (see Iïg. 2), in the central part of the
molecule, could not be ordered accurately be-
cause none of the enzymes uscd cleaved the DNA
molecule in this region.
We looked for homologies between CeDNV
DNA and JeDNV DNA. For this purpose, res-
triction fragments of both genomes, were e1ec-
trophoresed in 1 0J0 agarose gel, transferred onto
a nylon membrane and hybridized first with a
total genomic CeDNV probe, then rehybridized
with a total genomic JeDNV probe (see "Materi-
aIs and Methods"). As shown in figure 3, both
CeDNV and JcDNV DNA probes hybridized
only with the restriction fragments of their
homologous DNA. We concluded from these
results that the two genomes have no significant
sequence homology.
DISCUSSION
A restriction map of the CeDNV DNA was
derived l'rom 7 restriction enzymes and 20 sites
have been positioned on the genome. In order
10 know il' Ihe proposed llIap orientalion con-
forms to the convention adopted for other par-
voviruses (Armentrout et al., 1978), i.e. the
3'-OH lerminus 01' the "minus" (viral) strand
as the Icft end of the moIccuIc; the 3' and
5' extremities have yet to be delïned. Cleavage
of the CeDNV genome by HaelIl generated
2 small fragments of similar size which mapped
at both ends of the genome (see fig. 2). Sym-
metrical c1eavages were also found in other den-
sovirus gcnomes (Bando et al., 1987; Jousset et
al., 1990), which very likcly illdicates the
presence of inverted repeats at both ends of the
genome. .
With a size of 4.9 kb, the CeDNV genome
is c10ser to the 5.0-kb DNA of Bombyx mori
DNV (BmDNV; Bando et al., 1990) or to th~
5.2-kb gcnome of Acheta domestiea DNV
(/IdDNV, Jousset et al., 1986) than to the 5.9-kb
DNA of JeDNV and GmDNV (Jousset et al.,
1990). I-lowever, the restriction map of the
CeDNV genome shows little similarity with that
of BmDNV (Bando et al., 1987), AdQNV (Jous-
set, personnal communiçation), JeDNV or
.~ ':'
.'
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Fig. 3. Soulhern blotting hybridization between CeDNV and JcDNV genoll1es.
A) Elcctrophorctic profiles of rcstricted and lIncleaved CeDNV and JcDNV genomic DNA.
Lane 1: t'coRI fragments of phage SPP 1 DNA lIsed as Illoieclilar weight marker (Uochriilger Mann-
heim); 1,\IIe 2: EcoRV digest of CeDNV DNA; lane J: !fil/dlll digest of CeDNV DNA: lane 4: lin-
digesled C"DNV DNi\; bile): /:'mRI digi.'stof kDNV DNi\; lane (,: lIil/dlll di/'.e~.1 of ./c'!)NV
DNi\; lalle 7: lIndigesled .!cDNV DNi\.
U) SOllthern blot of DNA fragment profiles shown in A revealed by a digoxigellin-Iabelled CeDNV
DNA probe.
C) The nylon membrane shown in U was dehybrydized and rehybridized using a digoxigenill-
labelled JcDNV DNA probe.
GII1DNV (Jousset el al., 1990). furtherrnore,
Southern hybridizatiol1 failed to reveaJ any 110-
moJogy between CeDNV and JcDNV DNA.
This Jack of 1I0111010gy lllay rerlect the Jack of
seroJogicaJ relaliol1ship observed bel ween
CeDNV, JcDNV and GmDNV (Fédière, 1983).
On the basis of the Jength of their inverted
terminaJ repeats (lTR), we recentJy proposed to
separate the densoviruses into 2 categories: those
with a genomic size averaging 6 kb possessing
Jong 1TR and those wilh a smaller size (about
5 kb) with shorter ITR (Jourdan el al., 1990).
Additional experirnents will be necessary ta rur-
ther define these differences and their sig-
nificance and ta precisely define the relationship
of CeDNV ta olher densoviruses.
Carle physÏllue lie restriction lin génome
du IIcnsovirus lie Caspltalia eX/l'allea
Nous avolls dressé la carte rlJysique de restrictioll
de la forme bicaténaire de l'ADN du dellsovirus de
Casp/wlia ex/ranea Walker (CeONV; Lepidoptère,
Lilllacodidae). La taille du génome a été estimée à
4,9 kilobases, soit 1,6 MOa (rorme monocaténaire).
L'ADN génomique a été digéré par 26 endonucléa-
ses, ct 20 sites de restriction ont été cartographiés par
7 enzymes. Cette carte a été comparée à celles
d'autres densovirus. Aucune homologie de séquence
n'a été délectée enlre l'ADN génomique du CeDNV
ct celui du densovirus de }ul1unia cuel7ia.
MOlS-clés: AON, Densovirus, Parvoviridae,
Carte de restriction; Casphalia eXlranea.
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BIOLOGICAL CONTROL OF THE OIL PALIy1 PEST
LATOIA VIRIDISSIMA
[LEPIDOPTERA, LIMACODIDAEJ, IN COTE D'IVOIRE,
BY A NEW PICORNAVIRUS
",
G. FEDIÈRE, R. PHILIPPE (1), J. C. VEYRUNES (2) & P. MqNSARRAT
Laboratoire d'Entomovirologie, Centre ORSTOM d'Adiopodoumé, B.P. V-51, Abidjan, Côte d'Ivoire
Among the major oil palm pest insects in the Côte d'Ivoire, Latoia viridissima
Holland [Lepidoptera, Limacodidae] is the most frequently observed defoliator.
During a pullulation of this species, a natural epizootic permitted us to dernons-
trate the occurrence of a small isometric RNA virus of 30 mn in diarneter. The
buoyant density of the virus particles was 1.34. The virus capsid contained 2 major
proteins with molecular wéights of 30,000 (55 %) and 31,000 (20 %) and 3 minor
proteins. One gcnome component was detected with molecular weight 2,9 x 10(,.
Agarose gel diffusion tests showcd this virus was distinct from any othcr described
inscct Picornavirus.
Trials with t1ilIcrent doscs of viral suspclIsiollS wcrc tcstetl on intlusLrial oil palin
plantation, al10caLed by L. viridissima, from ground levcl, using an automatic air
carried sprayer. One week after the treatment, a mortality gradient, increasing
from Il to 61 % according to the dose applied, was obtained. Two weeks arter the
treatment the mortality reached 92 % of the larvae in the treated parccls. During
the next generation, the number of caterpillars on the same parcel was very low.
KEY-WORDS : Latoia viridissima, Limacodidae, Biological Control, insect Picor-
navirus, RN~ virus.
Three larvae of Lepidoptera Limacodidae are known as defoliatois of Palmacae in Côte
. d'Ivoire: Latoia viridissima HoIland, Latoia pallida M6schl (Mariau et al.,. 1981) and
Casphalia extranea Walker (Fedière, 1983). During outbreaks of L. viridissima, the first in
June 1979, in coconut plantation of I.R.H.O., Port-Bouet, situated near the coast to the
south of Abidjan, and the second in September 1983 on oil palm at the Palmindustries
plantation at Eloka, east of Abidjan near Bingerville, natural epizootics were observed and
dead infected larvae were collected. Extracts of these caterpillars were examined byelectron
microscope and virus-like particles of 30 mn in diameter were found..
Isolates of 6 families of viruses pathogenic to insccts have biological properties which
shoud lead to their successful use as microbial control agents (Payue, 1982; Entwistle,
1983).
(1) Laboratoire d'Entomologie, Station IRHO de La Mé, BP 13, Bingerville (Côte d'Ivoire).
e) Laboratoire de Virologie: Station INRA-CNRS, 30380 Sainl-Christol-lès-Alès (France).
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Within the Limacodidae, several viruses have been uscd as biological control agents; for.
example the Densovirus from Sibinefusca Stoll in Colombia (Genty & Mariau, 1975) and
the virus f3 Nudaurelia from Parasa lepida Cramer in Indonisia (Ginting & Desmier de
Chenon, 198n. .
In this paper we report sorne properties of the virus which seems to be distinct from any
other previously described insect picornarivus, and the results of field trials with a viral
suspension tested in oil palm plantation.
MATERIALS AND METHûDS
PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE VIRION
VIRUS STRAIN :
. Dead infected larvae of L. viridissima were collected from coconuts plantation at Port
Bouët in June 1979 and from oil palm plantation at Eloka, in ~eptember 1983.
Purification of the virus:
Extracts ofinsects either for infectivity assays or for virus characterization were prepared
i ') hUlllogellizing the infected larvae in 0.05 M Tris-Buffer (T.B.), pH 7.8, containing 0,5 li;,
Sodium Dodecyl Sulfate. The extract was squeezed through Cheesecloth and the emulsion
was centrifuged al 8,000 g for 10 min, the supernatant fluid was kept and the pellet
re-extracted twice by sonication in T.B. The resulting supernafants were mixed and the
virus was pelleted by centrifuging at 145,000 g for 1 h 30 at 4 oc. The pellet was allowed to
resuspend overnight in small volumes of TB in the ratio of 1 ml for 5 g of infected larvae.
This vir,al suspension was used for the pathogenicity tests and for ail the field trials with
different doses.
The partially purified suspension was then deposited on a 15. to 45 % (W jW) sucrose
gradient in 0.05 M phosphate-Buffer (P.B.) pH 7.4, and centrifuged for 2 h at 200,000 g.
The band containing the virus was collected, dialyzed, and the particles were further
purified by 2 adâition~1 cycles of centrifugation in sucrose gradients. The virus particles
were concentrated as above and stored at - 30°.
Electron microscopy :
Purified ,virus preparations were negatively stained with 2 % (WjW) uranyl acetate and
the grids éxamined in a Siemens elmiskop 102 electron microscope.
Determination of the chemical composition of the virion:
Virus samples were tested for nucleic acid by the orcinol method (Mejbaum, 1939) and
the diphenylamine reaction (Giles & Myers, 1965).
Determination of buoyant density of virus partie/es:
Buoyant density of the virus was determined in CsCI gradients. Virus samples were
deposited on pre-formed 15 to 45 % (WjW) CsCI gradients and centrifuged at 200,000 g
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for 16 h at 20 oC. Fractions of0.3 ml were collected using an Isco gradient fractionator and
their density was detennined from measurements of their refractive index at 20 oC,
.' according to Rowlands, Sangar & Brown (1971).
Spectrophotometric measurements:
U.V. absorption of purified virus was examined using a Beckman UV 5230 spectropho-
tometer.
Electrophoresis of virus polypeptides in S.D.S. polyacrylamide gels:
The size and number of proteins in the virus particles were assessed by comparing their
electrophoretic mobilities with. those of various standard marker proteins in 7.9 and II %
polyacrylamide gels (Weber & Osborn, 1969).
Gel electrophoresis of virus RNA:
The virus genome was extractèd from particles by proteinase K and sarkosyl treatment
(Hilz et a!., 1975). The size and the number of RNA fragments were estimated by
comparing their rate of electrophoretic migration in 2.5 % polyacrylamide gel (Peacock &
Dingman, 1968) with those of the Drosophila C Virus (Jousset et al. 1977) and Cricket
Paralysis Virus (Eaton & Steacie, 1980) with ~olecularweights 3.0'106 and 2.8.106 daltons
respectively.
Antisera and serological tests:
Antisera were ptepared in rabbits by intraveinal injection of 1 ml antigen (500 ~g/ml)
and intramuscular injection twice at weekly intervals with virus preparation emulsified in
Freund's complete adjuvant. Gel immunodiffusion tests were done in 1 % agarose in P.B.
(Oucbterlony, .1948).. .
PATHOGENICITY TESTS.AND TREATMENT TRIALS
Pathogenicity tests:
This laboratory t.est was perfonned with only older larval stages of L. viridissirrfa (fig. 1).
Oral infection is by far the most common way of infection under natural conditions and per
os infection of larvae was carried out by spreading oil palm leaflets with the viral
suspension described above. The insects were kept in finemesh cages pO x 20 x 20 cm), in
groups of 100. Temperature and 'humidity conditions were identical with those in the
plantation. 15 palm folioles·were placed in each cage and changed every 2 days.
Field trials:
AL. viridissima pest outbreak had occurred in the oil palm plantation of the I.R.H.O.
La Mé Station. In this place the palm-trees are 3 years old, 4-5 m high and do not have yet
a large leaf volume. The palm trees were planted in an equilateraJ triangular pattern, 9 m
per side, with an interline distance of 7-8 m. We report the results obtained with a
hand-operated compressed-air knapsack sprayer.
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Fig. l. Older larval stage of L. viridissima (2 cm length).
Each palm frond was treated for 30 s and ail fronds per tree were sprayed. After each tree
was treated the pressure within the knapsack sprayer was checked.
On the plot row nOs 1, 5, 9," 13, 17 and 21, we looked on the 5 trees at the northern end.
On each tree, caterpillars were counted before and twice after treatme.nt at weekly intervals
on fronds at level 9, .J7 and 25.
The row nOs 5,13 and 21 were used as reference, without treatment. On the row 1, the
viral suspension (5 g of infected larvae per ml) was sprayed, after dilution in water, at a
dose of 0.017 mljpalm, i.e. 425 g of dead larvaejha. On the row 9, 0.076 mljpalm i.e.
1,902 gjha. On the row 17,0.148 ml/paim i.e. 3,704 gjha. The dose rate per hectare was
estimated by multiplying the result obtained per paim frond, first by 35 to 'obtain the
dosage per tree, and then by 143, the number of trees per hectare.
RESULTS AND DISCUSSION
CHARACTERIZAnON OF THE VIRION
Examination of purified viral suspensions under the electron microscope showed large
numbers of isometric particles 30 nm in diameter (fig. 2) similar to those found within the
Picornaviridae.
The u.v. absorption spectra ofvirus preparations served as criteribtl of their purity. The
spectra were typical of a nuc1eoprotein, with a maximum at 260 nm and a minimum at
240 nm. The average ratio of extinction at 260 nm to that at 280 nm was 1,72.
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Fig. 2. Electron micrograph of the negatively stained virus particles 30 ± 1 nm in diameter isolated from L.
viridissima (X 130 000).
The purified virus preparations gave posItive orcinol but negative diphenylamine
reactions indicating that the virus contains only RNA, protein and no detectable DNA..
The buoyant density of the virus was 1.34 determined after CsCI isopynic centrifugation
which could he analogous to that of insect Picornaviruses.
Two major proteins (YP 1, VP 2) were found in purified virus particles. The average mol.
wL values obtained from 6 determinations were 30,000 (VP 1) and 31,000 (VP 2) accoun-
ting for 55 % (VP 1) and 20 % (VP 2) of the total virion protein. These polypeptides
corresponded in their molecular weight to the VP 2 and VP 3 reported for most of the
insect picornaviruses but instead of the VP 1, 3 minor bands were also detected iQ the gels.
Analyses of the viral RNA by polyacrylamide l'el electrophoresis revealed a unique band
with a molecular weight estimated to be 2.9' 10 daltons.
TABL.E l
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Serological studies using the antiserum prepared against purified virus revealed that the
virus is serologically different from Drosophila C Virus as weIl as Cricket Paralysis Virus.
From the physical and chemical properties of this smal1 isometric RNA virus of.....;; -
L. viridissima we propose to classify it provisional1y as an atypical member of the
Picornaviridae according to the ICTV classification (Matthew, 1982).
PATHOGENICITY TESTS AND FIELD TRIALS
Pathogenicity tests in laboratory :
This test was performed with 2,559 infected larvae and 1,072 control larvae of L.
viridissima. Results recorded in table 1 reveal that in laboratory, the L. viridissima virus is
very efficient. Five days after infection the mortality reached 89 % of the larvae. The
,mortality observed in the controls was attributable to a natural infection by the virus,
latent within the population and increased by stress resulting from captivity.
Field trials:
These observations are based upon 500 to 1,500 specimens counted on between 35 to
52 palm fronds.
The results are summarized in table 2.
TAIIl.E 1.
Treatments trials with the viral suspension of L. viridissima
Row 1 Row 5 Row 9 Row 13 Row 17 Row 21
dose 425 gfha control 1,902 g/ha control 3,704 g/ha control
One clay before the trealment.
Average number of catçrpil- 50 69 64 60 80 33
lars per palm frond.
One week after the treatment. ll% 7.8 % 44.2% 40.9 % 61.4 % 49.2%Population reduction
Two weeks after the treatment 83.5 % 85.4 % 96.6% 99.5% 97.2% •. 97.1 %
·It is interesting to note, that o'ne week after the treatment, the mortality gradient
increased from 11 to 61 % depending on dosage rates used.
Two weeks after the treatment, the epizootic caused the death of 92 % of the larvae on
the treated field.
These trials included contaminated controls; one week after spraying there was no
significant differences (Student's test) between the treatments and their controls. The
mortality observed in the rèference rows proceeds from the rapid dispersion of the virus
infection. Virus may be liberated by the breakdown of the host and may be spread very
widely by the action ofwiJd, rain and associated fauna. The number of caterpillars during
the subsequent generatiOJis in the treated areas was nil to very low. Virus can remain
1 '
.:,"
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infectious for months in host corpses, which may adhere to plants for long periods and we
know that the immature stages of this species develop exc1usively on the palm fronds, from
oviposition to pupation (Fediere, 1983).
Now, after these small scale field trials, it should be interesting for control to determine
the effective minimum virus dosage required.
RÉSUMÉ
Lutte biologique contre Latoia viridissima [Lepidoptera, Limacodidae] ravageur du palmier à huile en
Côte d'Ivoire, par un nouveau Picomavirus
Panni les principaux insectes ravageurs du palmier à huile en Côte d'Ivoire, Latoia viridissima
Holland [Lepidoptera, Limacodidae] est le défoliateur le plus couramment observé. Lors d'une
pullulation de cette espèce une épizootie nous a permis de mettre en évidence un petit virus
icosaédrique à ARN de 30 nm de diamètre. La densité apparente de la particule virale est de 1,34. La
. composition polypeptidique du virus consiste en 2 protéines majeures de faible poids moléculaire
30000 (55 %) et 31000 (20 %) et en 3 protéines mineures. Le génome viral est constitué d'un
fragment d'ARN dont le poids moléculaire est estimé à 2,9 '106• Des tests d'immunodiffusion en gel
d'agarose montrent que ce virus est distinct des autres Picornavirus d'insectes' connus.
Des essais de traitements terrestres ont été menés sur une plantation industrielle de palnùers à huile
envahie par L. viridissima, avec différentes doses de suspension virale en utilisant un pulvérisateur
automatique porté. Il est intéressant de noter une semaine après le traitement un gradient de mortalité
augmentant de Il à 61 % selon la dose utilisée. peux semaines après le traitement l'épizootie causa
la mort de 92 % des larves sur la parce))e traitée. Le nombre de chenilles durant la génération
suivante sur cette parcelle fut presque nul.
MOTS CLÉS: Latoia viridissima, Limacodidae, lutte biologique, Picomavirus d'insectes,
virus à ARN.
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menés sur la plantation industrielle de palmier à huile de La Mé, en utilisant
un pulvérisateur automatique porté. Une semaine après le traitement un
gradient de mortalité est apparu au fil des lignes, augmentant de Il à 61 %,
.selon la dose utilisée. Deux semaines après la pulvérisation du Picomavirus,
l'épizootie s'était répandue dans toute la parcelle traitée, causant la mort de 92
% de l'ensemble des larves. Une forte rémanence du Picomavirus sur les
folioles des palmiers fut observée car, durant la génération suivante, le
nombre de chenilles atteignant un stade larvaire avancé fut presque nul.
b. Etude génomique et suivi épidémiologique
Sur la base des travaux précédents, des outils de diagnostic de la virose
ont été mis au point. En premier lieu, un test ELISA a été étalonné et testé sur
le terrain, en période de pullulation. Ensuite, le clonage moléculaire du
génome à ARN du Picomavirus a été entrepris. Des brins d'ADN
complémentaire ont été synthétisés et clonés. Pour les plus gros plasmides
recombinants, l'insert viral a été cartographié. La fabrication de sondes
nucléiques spécüiques, à partir de cet ADNc, a ouvert une nouvelle voie pour
les études d'épidémiologie virale. Ces tests nous ont permis de prévoir, dès le
début d'une pullulation du ravageur, au vue du taux de contamination naturel
des chenilles, le déclenchement d'une épizootie virale, et le déclin programmé
de la population larvaire, sans qu'il soit nécessaire, d'intervenir une seconde
fois (Zeddam et al., 1990).
L'ensemble de ces résultats a mis en évidence la grande virulence
de ce petit virus à ARN et sa forte rémanence du fait de sa capacité à résister
aux facteurs du milieux.
3. Le Baculovirus de polyédrose de L. viridissiltUl
C'est en menant l'étude ultrastructurale du Picomavirus de L.
viridissima que nous avons découvert la présence d'un Baculovirus
responsable d'une polyédrose nucléaire (LvNPV)(Kouassi et al., 1991). fi
s'agiSsait d'une infection double. Nous avons retrouvé ce Baculovirus chez des
larves malades, récoltées en plantation, mais toujours en association avec le
Picomavirus, et jamais en infection simple. Des tests comparatifs de
pathogénicité ont montré la virulence nettement supérieure du Picomavirus
par rapport au LvNPV. Ce Baculovirus représente un agent de lutte biologique
secondaire, mais d'un point de vue fondamental, l'étude approfondie des deux
pathogénèses au cours de la co-infection peut s'avérer intéressante .
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4. Virus de Limacodidae ravageurs de palmiers en Indonésie
Afin de les comparer aux virus de Lirnacodidae de Côte d'Ivoire, nous
avons participé à l'isolement et à la caractérisation de plusieurs entomovirus
de Limacodidae provenant de Sumatra en Indonésie. n s'agit d'un Tetravirus et
d'un Reovirus de polyédrose cytoplasmique chez Birthosea bisura Moore, et
d'un autre Tetravirus et d'un Baculovirus de granulose chez Parasa lepida
Cramer. Cette étude nous a fourni l'occasion de dresser la liste de tous les
virus entomopathogènes des ravageurs des palmiers cultivés, connus dans le
monde. Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (P3).
5. Essais de multiplication des virus de Limacodidae en cultures
cellulaires
Les larves de Limacodidae étant particulièrement difficiles à élever, et
le spectre d'hôte respectif de ~eur virus étant réduit au minimum, le principal
problème consistait à pouvoir multiplier les virus spécifiques de ces ravageurs
en condition de laboratoire dans des systèmes cellulaires.
Devant certaines difficultés rencontrées, nous avons d'abord travaillé
sur l'amélioration des milieux de culture. L'adjonction de certains acides
aminés et vitamines, comme par exemple l'acide folique, stimule la
multiplication des cellules et leur adhérence (Léry et Fédière, 1990a). De
même, il fut possible de mettre au point un nouveau milieu dans lequel nous
avons supprimé le sérum de veau foetal, qui en est la composante la plus
coûteuse (Léry et Fédière, 1990b). Cette nouvelle composition nous a permis
de multiplier et d'entretenir 4 lignées de Lépidoptères. Nous avons ainsi pu
disposer d'un milieu perfonnant pour un coût réduit, afin d'obtenir la
multiplication de certains de nos virus.
Après avoir essayé l'infection par le CeDNV de 5 lignées de
Lépidoptères sans succès, nous avons enfin réussi à multiplier ce virus sur la
lignée SPC BM 40 de Bombyx morio L'obtention de ce système permissif pour
ce Densovirus sera un atout majeur pour des études ultérieures. Ce travail a
fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (P6).
Aucune des 6 lignées déjà établies, précédemment citées, n'ont permis
la multiplication du Picomavirus de L. viridissima. Des primo-eultures ont été
alors initiées à partir de l'hémolymphe de cet insecte. Après 10 mois, 2
cultures cellulaires étaient toujours repiquées et il fut possible de multiplier,
non pas le Picomavirus, mais le LvNPV. L'obtention de primo-eultures à
partir d'un Limacodidae est un fait nouveau, qui laisse présager de
l'établissement d'une véritable lignée cellulaire. Le fait qu'elle soit pemûssive
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Résumé. - Les premières déterminations des organismes entomopathogenes d'origine virale et les premiers essais en planlations sur
Limacodidae ont été raits à l'instigation de l'IRHO dès 1975. Des petils virus libres Del/sovirus, Picorl/dvirus onl été mis en évidence en
Amérique du Sud et Arrique de l'Ouest, et d'aulres de type {3 Nudallrelill dans le Sud-Est Asiatique. Des parlkules virales de laille plus
grande, Reovirus (polyédrose cytoplasmique), BaculovirliS (polyédrose nucléaire. granulose) ont élé aussi observées. En Indouésie. uue
recherche de maladies virales a été errectuée et la symptomatologie de nouvelles maladies analysée: polyédrose cytoplasmique el l11ul<ldie ;\
petits virus sur Setothosea asigna, association de granulose et petits virus de type (3 Nudaurelia sur Dama trima, Parasa lepida. En plus de
la caractérisation de ces pathogènes, des observai ions de l'incidence de ces maladies ainsi que les premiers tests expérimentaux onl élé railS
en plantation. Les premiers résultats d'utilisation en vraie gmndeur montrenl qu'une hille microbiologique est possible. Des élats de ces
maladies virales, prospection, identité des virus. sélection des souches, pOlentialilés d'utilisation, tests expérimentaux, tests de palhllj:~'nidté
au laboratoire et en champ sont encore nécessaires sur hôtes secondaires ou cellules d'inverlébrés avanl de passer à des unilés de production.
Celle biotechnologie devrai! rournir une alternative aux insecticides chimiques en réduisant les risques de provoquer des déséquilibres dans
les biocénoses.
INTRODUCTION
Les épizooties naturelles sur les chenilles déroliatrices des
palmiers sont connues depuis longtemps. En 1925 De Jong
au Nord-Sumatra en Indonésie signalait, lors d'une attaque
de Dama trima Moore sur palmier à huile, la présence
d'une maladie ayant éliminé naturellement la pullulation
de cette espèce sur 300 hectares. Cette maladie, depuis,
considérée comme d'origine virale, a été de nouveau mise
en évidence en Malaisie au Sabah [Young, 1971].
Sur le cocotier, Tams en 1930 mentionne une maladie
dite cc bactérienne )) sur Dama catenatus (Snellen) au Nord
Sulawesi détruisant 80 p. 100 de la population des chenil·
les. Cette maladie sur cette espèce endémique des Célèbes a
été retrouvée récemment et un petit virus isolé [Wikardi,
1984].
C'est depuis une dizaine d'années, grâce à la microsco-
pie électronique et d'autres techniques de laboratoire, que
les pathogènes impliqués dans ces maladies ont commencé
à être caractérisés et que les possibilités d'utilisation de ces
microorganismes comme méthode de lutte mierobiologique
ont été envisagées.
Les premières déterminations de virus sur les Limacodi·
dae et les premiers essais en plantation ont été raits à l'ins·
tigation de l'IRHO en Amérique du Sud [Genty, Mariau,
1975].
Cette communication concerne particulièrement les
résultats obtenus sur les Limacodidae en Indonésie.
(1) Communication présentée aux « 1987 International oil palm/palm oil
Conferences. Progress and prospecls Il, 23·26 juin 1987 à Kuala Lumpur
(Malaisie).(2) Consullanl IRHO en Indonésie: cIo IRHO·CIRAD; Il, Square
Pétrarque. 75116 Paris (France).(3) Direcleur de la Division Entomologie, IRHO-CIRAD. Il.P. 5035;
34032 Montpellier Cedex (France).(4) ORSTOM, 213. rue Lafayene, 75480 Paris Cedex (Frunce).
(5) ORSTOM, Centre d'Adiopodoumé, B.P. 51 Abidjan 01 (Côle
d'Ivoirel.(61 P.P. Marlhal. P.O. Box 37. Pematang Slanlar, Nord·Sumatra C1ndo·
nésie).
1. - HISTORIQUE DES PlmMII~RES
CARACTÉRISATIONS ET BILAN ACTUEL
En 1964 C. VaRo (INRA) découvre les densonucléoses
dont les agents, les Densovirus, ont été mis aussi ensuite en
évidencè sur Sibine fusca Stôll, Limacodidae du palmier à
huile eh Amérique du Sud [Meynadier et al., 1977].
Récemment, un autre Densovirus a été trouvé sur Caspha-
lia extranea Wlk., ravageur du palmier et du cocotier en
Arrique de l'Ouest [Fédière et al., 1981]. En 1977 des
maladies virales ont été aussi déterminées dans le Sud-Est
asiatique sur Dama trima Moore et Setothosea asigna van
Eecke [Tiong et al., 1977, 1979] avec présence du virus du
type Il Nudaurelia [Reingan.um et al., 1978].
Un autre virus de rype Picomavirus a été détecté sur
Latoia viridissima Holland en Côle d'Ivoire [Fédière et al.,
1981 ; Fédière, 1983]. D'autres virus de type Baculovirus
(virus de polyédroses nucléaires el de granuloses), plus
racilement identiriables par le corps d'inclusion qu'ils
engendrent, ont été mentionnés sur quelques "utres espè-
ces, des Limacodidae pour la plupart, telles que Dama
nararia Moore au Sri Lanka [Smith et al., 1954], Dama
trima Moore en Malaisie [Thomas et al., 1973] ou encore
Natada pucara Dognin en Colombie, Amérique du Sud
[GenlY et al., 1978].
A partir de 1981 de très nombreuses maladies sur
d'autres espèces ou des maladies différentes sur les espèces
déjà indiquées ont été repérées dans les pays où 1'1 RHO
exerce son activité et caractérisées par l'INRA et l'ORS-
TOM. Les résultats sont résumés dans le tableau 1.
Plusieurs maladies sur d'autres espèces nous sont con-
nues, entre autres sur Hidari irava (Moore) Hesperiidae
d'Indonésie, Zophopetes cerymica Hewitson autre espèce
de la même famille en Côte d'Ivoire, Natada michorta
Dyar il y a quelques mois au Brésil, etc.
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TABLEAU 1. - Les virus enlomophages
(Entomopathogelfic viruses of oil
Famille Genre el espèces P, C "Rpe tle virus Orie.inc IUl'c:rclIl:cs(Family) (Genus and species) (1 ) ( ype 0/ virus) (O"gill)
Hesperiidae Pteroteinon lalifella P,C 1 virus de 30 nm el J virus de 40 nm COle d'Ivoire Kouenidjin, 1986
3D-nm virus and 40 nm virus
non caraclérisés . nl/t e/assi/ied
Notodonlidae 1ùmaCQ flÛlSquamata P Picornavi~us COle d'Ivoire Fédière, 1985
Lymanlriidae Dasychira mendosa p, C 8aculovirus de polyédrose nucléaire lndonesia Marlignoni & Iwai, 1981
Nue/ear polyhedrosis Baculovirus
Orgyia turbata P 8aculovirus de polyédrose nucléaire Indonesia Marlignoni & Iwai, 1981(fruils) Nue/ear polyhedrosis Baculovirus
Limacodidae Casphalia ex/ranea P Densovirus €ôle d'Ivoire Fëdière, 1981
Darna nararia C 8aculovirus de granulose Sri Lanka Smilh & Xeros, 1954
Granulosis Baculovirus
Darna /rima p, C l1(1('1I/ovinl.ç dc gl'allulusc W. Malaysia Tholllas "" l'llillar, 1\173
GrullulOJ'is 13aculovirus (Selangor)
8aculovirus tle granulose el (3 Nudaurelia E. MalaSsia Reinganum, 1978
Granulosis Baculovirus and (3 Nudaurelia (Sarawak, abah)
. '8aculovirus de ~ranulose, Indonesia Monsnrral & Dcsmier
(3 Nudaurelia el iC(lrnuvirus (Soulh Sumalra) de Chenon, 1982
Granulosis Baculovirus, (3 Nudaurelia (Comm. pcrs.•
and Picornavirus unpublished)
8aculovirus de granulose et Indonesia Monsarral & Desmier
{3 Nudaurelia (Kalimanlan) de Chenon, 1986
Granulosis Baculovirus and (Comm. pers.•
(3 Nudaurelia ullpllblishec!)
Darna catena/us C Pelil virus de laille indélerminée Indonesia Wikardi, 1984
Small virus 0/ unde/ermined size (Sulawesi)
Dorna sordida P (3 Nudaurelia el Picornavirus Indonesia (Soulh Monsarral & Desmier
(3 Nudaurelia and Picornavirus Sumalra) de Chenon, 1982 (non
publié· unpublished)
Eupros/erna elaeasa P Polyédrose Polyhedrosis Colombia Genly e/ 01.• 1978
La/oia pallida C Picornavirlis Côle d'Ivoire Fédière, 1987 (Comm.
pers. - unpublished)
(1) P : palmier à huile (Oit palm) - C : cocolier (Coconut).
II. - MISE EN ÉVIDENCE DE MALADIES
VIRALES SUR LES LIMACODIDAE
EN INDONÉSIE
La plupart des chenilles fortement défoliatrices des pal-
miers et surtout du palmier à huile en Indonésie sont aussi
des Limacodidae. Les dégâls sonl provoqués par cinq espè-
ces dominantes: Setothosea asigna van Eecke, 8irthosea
bisura Moore, Dama trima Moore, Setora nitens Walker
et Parasa lepida Cramer sur cocotier.
1. - Maladies virales de Setothosea asigna van
Eecke.
a) Symptomatologie des maladies,
Maladie « laiteuse Il.
Une des caractéristiques des chenilles atteinles par celle
maladie est de rejeler un liquide laileux. La succession des
symptômes est la suivante: il y a une modification du
comportement, la chenille s'immobilise et ne s'alimente
plus. Les téguments deviennent plus ternes et prennent une
teinle blanchâtre. Il y a parfois présence d'un exudat. Les
léguments se déchirenl libérant un liquide épais brunâtre
avec des filels laiteux. Sur la feuille persislenl de longues
coulées de couleur blanc laileux. A l'inlérieur de la che·
niIle, les organes sonl complèlemenl désorganisés avec un
lube digeslif hyperrrophié blanchâlre.
Maladie « déliquescente Il.
Les chenilles peuvent êlre aussi affeclées par une autre
série de symplômes complètemenl différenls. On observe
en général ces symptômes sur les slades jeunes. Les
symptômes suivants sont ceux de la maladie sur une che-
nille de 6" slade infectée,
Symptômes externes "
Arrêl de prise de nourrilure, immobilité. Jaunissemenl
du corps à la partie ventrale el autour des laches dorsales,
latéralemenl coloralion brun rougeâlre élvec côlés plus ou
moins transparents laissant voir une totule déliquescence
des tissus internes. Rupiure facile de la peau de la chenille,
un liquide jaunâtre s'en échappe.
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des lépidoptères ravageurs des palmiers
palm and coconut caterpillars)
Famille Genre et espèces P, C 1{.pc de virus Ori~ine RHérenccs(Family) (Genus and species) (1 ) ( ype of virus) (Ongin)
Limacodidae Latoia viridissima P,C Picornavirus Côte d'Ivoire Fédière, 1983(suife)
Natada pucara P Baculovirus de polyédrose nucléaire Colombia Genly et al.. 197!!
Nue/ear poly"edrosis Ilaculovirus
Parasa /epida C Baculovirus de granulose et (3 Nudaurelia Indonesia Croizier & Desll1icr
Granulosis Baculovirus and (3 Nudaurelia (South Sumatra) de Chenon, 1985(Comm. pers. -
unpublislled)
Setora nifens P, C (3 Nudaurelia E. Malaysia Greenwood & Moore,(Sabah) 1982
Setora tagalog C Bacu/ovirus de polyédrose nucléaire Philippines (Luzon) Cock, 1985
Nue/ear polyhedrosis Baculovirus
-----_._-----
Sibine fusca P Dellsovirus, Colombia Meynadier et ul.. (977
P,curllav,rus Colombia l'cdicrc, 1Yll3
Sibine nesea P DensIJvirus & Pic'omavirus Ecumlor Croizier, 19116
(COIl1I11, p~'rs, -
Il IIfJll iJli.\'IIl'i1l
Setothosea asigna P,C (3 Nudaurelia E, Malaysia Rcinganum et ul., 1978(Sarawak)
Polyédrose cytoplasmique (Reovirus) Indonesia Monsarral, Croizier &
Cl (j Nudaurelia (N. Sumatra) Dcsmier de Chenon,
Cytoplasmic fJIJly"ecirosis (Reovirus) nnd 19116 (COIl1I11. pcrs.
(J Nudaurelia - Il/IfJublislwil)
Birthosea bisura P,C (3 Nudaurelia Indonesia Monsarrat & Deslllier(S, Sumatra) de Chenon, 1982(Comm, pers. -
IIIIpublislled)
Thosea boreocaerulea C Daculovirus de polyédrose nucléaire Philippines (Luzon). Cock, 19115
Nue/eur po/yllee/rosis 13aculovirus
Thosea mo/uccana C Petit virus de taille indéterminée tndonesia Lill. 1982
Small virus of undetermined size
Psychidae Mahasena corbeui P 27 nm. virus non caraclérisé E. Malaysia Spencer, 1976
27 nlll virus not clussified (Sarawak)
Symptômes internes:
Ils ont été observés à la dissection de chenilles saines et
malades de stade VI en début d'apparition de la maladie.
• Chenille malade: hémolymphe jaunâtre. abondante.
Système digestif' vide. Pas dc tissu adipcux abondanl.
Intestin déliquescent, odeur nauséabondc avec proliféra-
tion de bactéries si la maladie est avancée.
• Chenille saine: hémolymphe limpide. Tube digestif
brun sombre rempli de matière végétale. Masses importan-
tes de tissus adipeux.
b) Caractérisation des pathogènes.
Il y a donc présence de deux types de symptômes et par
conséquent de deux maladies chez les chenilles infeclées de
Setothosea asigna. ce que confirme l'analyse en microsco-
pie électronique.
- Chenilles aueintes de maladie (( laiteuse ».
Les chenilles de S. asigna' en fin de développement, 7-9
stades avec des symptômes bien caractéristiques de la mala-
die laiteuse ont été traitées à l'INRA (Station de St-
Christol-Lez-Alès).
La microscopie éleclronique montre la présence dc corps
d'inclusions de type polyèdres. Ces inclusions polyédriqucs
après clarification révèlent à l'inlérieur des p'lrlicules vira-
les sphériques de 60-70 nm enchâssées dans les nivéoles
(Fig. 1). Il s'agil de Ueol'irus cnractérislique,~ dc réovirose
nu polyédrose cytoplusmiqne. Ces indusi(ln,~ pulyédriques
sc développenl dans les cellules de "inteslin Illoycn.
- Chenilles aueintes de la maladie (( déliquescellte 11.
Les chenilles ont été analysées au Laboratoire d'Ento-
movirologie de l'ORSTOM en Côte d'Ivoire.
Des petites particules virales, icosaédriques, mesurant
35 nm de diamètre, de type 13 Nudaurelia, ont été mises en
évidence (Fig. 2). Ce type de virus avail été déjà caraclérisé
par Reinganum et al. en 1978 (diamètre 35 nm, densité
1 275 g/cm l , une proté~ne de capside de poids moléculaire
de 60 800) à partir de chenilles malades de S. asiglla obte-
nues par Tiong lors d'une pullulation de cette espèce au
Sarawak en 1976-77.
c) Observations en platitatlons.
Les deux maladies virales de S. asiglla, polyédrose cyto-
plasmique et virose de type 13 Nudaurelia. peuvent 'ëtre
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FIG. 1. - Maladie" lalleu.<e " <le SelOr/wseo IISI)!1I0 Moore: rnlyhe·
drose cylor1a,miqlle. Coure de rolyè<lres ave~ alveoles srheriqlle.< <les l'an;·
cules virale, (II Milky " diseuse 0/ Selolho,ea ns;gnn Moore: CV/O{Jlo.m/ic
pOlyhedrosis. Cross-sec/ion 0/ pOlyhedron wilh SJlhNi(,1J1 "eJlre.Hlons 0/
viral par/ic!es) ()( 61.(00). PhOIO : INRA Sain! Christol. les· Ales (France).
I-"IG. 2, - Mal'HJic Il ùl'liqucIOl..'clllc Il dc Selolilo.'ôc'u a "1.1.:. lia ~I('OH' : pani·
\,1111.'.0,; vir;lll~~ <.1\1 Iype d Nlltlullr('liu Cl l·\·Ih.·o,; t1'1I1l ph., Il\'lil "in., tH Iklil/IIe's,
('('Ht )1 (/i.'·C'it.fï(' of SCIOlholOca nsigna A/uure : Ji Nml;Hlrdia ""1'" \"Irai parl;-
df!O allri ,hose 11/0 sl1Ialier virilS) ()( 11J.00Xl). l'lwlll: O}{STOI\\ (Cole
d·lvoire).
!/...I-_--'-_-:-_~-~-----':---~---.J
o J 6 9
JOURS 1 deys)
I-"I(i. 3. - 1ralll'1I1\'''1 Ù '·ai<.lc <.I·un~ SUhllioll ,ir;,k tl'\ll~·\·,h,'... l· \:ylu[lla.\-
miqllc) <lc Sf/olhosea afï;glla Moorc - ~IQ<.Ics 3 ;., ~ - (7h'flllll"II'S ,uiJ'R Il
"ira/solu/iull - (Yloplasmic polyhetlrost'ô - of Sclolho"Oca ;t'\i~na AJoorc' -
Jrt! '0 JII, ill.<lar.s).
TI : '1"'11101\1 (C,,"/ml) 1 - T2 : TelllOill ICIIII/mli !.
- Virose à fi Nudaurelia.
En 1980·81 des chenilles de S. GsiW/(/ rrésClllanl des
symptômes de celle maladie avaient élé rél:urérées. Après
broyage et léger filtrage la solution virale obtenue a été
immédiatement utilisée pour traiter, à l'aide d'un atomi·
seur, 40 ha très infestés de jeunes cultures en début de pro-
duction. Le résultat a été spectaculaire avec une élimina-
tion tOI ale de la population de chenilles en une dizaine de
jours. Mai.s à partir des chenilles morles récoltées après ce
traitement, les résultats n'ont pas été aus.si salisfaisanls. Il
eSI vrai que la solution mère avait été gardée plusieurs mois
dans de très mauvaises conditions de conservation.
Ces données sont à rapprocher de celles indiquées par
Tiong en 1981 qui parle de résultats « errai iques » après
utilisai ion d'une solution virale il base ue I:henilles O1nlndes
dl: S. asi1!IIG uonl l'ugcnl palhogi:nl' clail aussi k virus dl'
type 13 Nudaurelia. Ce virus est ellil:ul:c mais ~Ull pUll voir



































trouvées sur une même plantation séparément ou en
mélange. En 1980-81 à Aek Loba (SOCFINDO), la polyé-
drose cytoplasmique, bien que peu fréquente, était en
mélange avec des chenilles présentant des symptômes de la
maladie de type (3 Nudaurelia sans que l'on puisse dire que
les deux maladies fussent associées. Mais elle avail ten-
dance à être dominante sur les populations âgées de S. asi·
gna sur hybrides E. guineensis x E. oleifera alors qu'elle
était quasi inexistante sur E. guineensis.
Par contre, la même polyédrose cytoplasmique mise en
évidence en 1985 au Nord-Sumatra à la station de Marihat
n'était pas en mélange avec l'autre maladie.
Celle polyédrose cytoplasmique a été suffisante pour faire
disparaître une population résiduelle de chenilles de S. asi·
gna à Marihat, de même que sur hybrides à Aek Loba.
Sur les blocs à très forte pullulation, il ne semble pas
que celle maladie ait naturellement une incidence très nota-
ble, L'autre maladie à petits virus semble par contre beau·
coup plus virulente en particulier sur les jeunes sladcs.
Des colonies entiéres, ou la population totale de palmes
avec 150 à 200 chenilles, peut être détruite naturellemcnt,
les cadavres restant collés à la face inférieure dcs folioles.
Mais sans tests expérimentaux celle action est difficile à
apprécier.
d) Premiers tests expérimentaux,
Polyédrose cytoplasmique.
A parlir de jus bruts de chenilles alleinles de celle mala-
die, mais pouvant aussi héberger l'autre virus en faible
quantité, des populations connues de S. assi~/w de
stade 3·5 jours ont été traitées en jeunes cultures à "aide
de pulvérisateurs manuels à raison de 4 p. 100 de solution
mère contenant 50 g de chenilles mOrles dans 250 ml
d'eau.
Après 8 jours dans trois répétitions traitées, 200 chenilles
par lot, une mortalité de 84, 88 et 89 p. \00 a été obtcnue
alors que, dans le lémoin, la mortalilé IlC dérassl: ras
23 p. 100 ou au maximum 41 p. 100 (Fig. 3). Aprés 15
jours, la mortalité cumulée dans les objets traités alleint 95
AlDO p. 100.
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2. - Maladies virales sur les chenilles de Dama
trima Moore.
FIG. 4. - Charcicl.' dc rarlicuic< viralc< du Iyrc fi Nudl/urrlil/ ue nllm(l
lrimu Moore (S,rings of fi Nudaurelia /YfJ~ virul par/ie/".I· of ()arnll Ir;UIII
Moo") ()( 58.(00). Photo: OR5TOM tCOle d'Ivoire).
3. - Maladie virale de Birthosea bisl/l'a Moore.
5. - Maladies virales de IJarasa lepicJa Cramer,
Limacodidae du cocotier.
Poinar en 1973 avait permis de mellre en évidenl'e une gra·
nulose.
De même une nHlladie il pelits virus, sans doule lrès voit
sine, a été mise en évidence par Wikardi en 1984 sur Dama
catenatus qui s'allaque au cocotier aux Célèbes en Indoné·
sie.
c) Observations en plantations.
Des épizooties ont élé observées au Sud-Sumatra en 1980
comme en Est·Kalimantan en 1986 avec une incidence
nat ùrelle de la maladie alleignant 24 p. 100.
4. - Ih'l'hl'n:h<.'s de maladil's sur SetoNI lIit('/1.\"
Walk<.'r.
b) Caractérisation des pathogènes de Uirlhusell hisllru
Moore,
Malgré le peu de matériel disponible, la purificalion el
l'isolement du pathogène ont été faits au laboraloire de
l' 1NRA de St·Christophe·les-Alès. Quelques part icules
virales ont été mises en évidence qui, loutes d'un diamèlre
de 35 nlll, sonl du type virus (3 NI/daI/relia.
a) Symptomatologie de la maladie.
Une chenille en début de maladie devient rlus jaunnlre,
la bande médiane el le~ tal'lles sonl moins bleutl'cs, plus
dirfuses. Puis, très rapidement, le corps de la chcnille
devient enlièrement rougeâlre. La maladie se développe
rapidement et les jeunes chenilles meurent en 4 ou 5 jours.
Recherche de chenilles malades.
En Indonésie, malgré une rel'llen:he inlensive de dlcnil·
les nlillades aussi bien à Sumatra, Java qu'cn l'alimanlilll
sur palmier à huile ou sur cocotier dans des populalions
endémiques ou en pullulations, aucune lnaladie virale n'a
élé lrouvée pour celle espèce.
La seule mention d'une maladie a été railC ù Sab;dl
[Syed, 11)701 dnns la région de Kudat. Celle épiwoi ie
aurait délruit 60 p. 100 des chenilles. En 1982 Greenwood
et Moore onl indiqué la présence de particules de type i3
Nudal/relia.
d) Tests expérimentaux.
Sur celle espèce les tests experJmentaux de Tiong et
Munroe en 1975 sont bien connus et monlrenl une réelle
efficacité de la solution virale (100 p. 100 de mortalité).
c) Oh.\·erv(/tions (le la nlflladie en plalllation,
Des chenilles malades ont été lrouvées dans le Sud·
Sumatra mais moins de 1 p. 100 de la population clail
afreclé au moment de l'observation.
a) Symptomatologie de la maladie,
A partir de chenilles de dernier stade infectées artificiel·
lement nous avons pu suivre le développement de 'la mala·
die:
- arrêt d'alimentation et immobilité ;
- coloration plus claire, jaunâtre puis aspect lai leu.\;.
Ensuite la chel.ilie devient plus sombre. Il se pro<.Juit des





La répartition de celle maladie à virus de type (3 Nudau-
relia est, d'après nos connaissances, beaucoup plus grande
Que la polyédrose cytoplasmique. Les études en cours à
Marihat devraient permellre, maintenant Que les symptô-
mes sont connus et les particules virales caractérisées, de
lesler Je pOlenliel de ces pathogènes isolémenl ou en asso-
cialion à partir de matériel purifié.
a) Symptomatologie de la maladie.
Au' cours des différentes phases de la maladie les
symplômes exlernes sont assez semblables à ceux de la
maladie « laiteuse Il de S. asigna mais le liquide épais
exudé esl de couleur gris·beige. Le corps de la chenille ne
prend pas l'aspect blanc laiteux caractéristique de la polyé·
drose cytoplasmique.
b) Caractérisation des pathogènes,
La caractérisation des palhogènes a été faile sur un
ensemble de chenilles malades sans différenciation des
sympLômes, el les différenls lypes de particules virales sont
peut-être associés ou non.
Après broyage des chenilles malades récoltées, centrifu-
galion el examen au microscope électronique, de petiles
panicules virales, icosaédriques de 35 nm et disposées en
chapelet ont été observées (Fig. 4). Il s'agit de virus de
type {3 Nudaurelia. En mélange il y a aussi des particules
plus petiles. très probablement des Picornavirus et parfois
des Baculovirus.
II y a ainsi dans les chenilles malades de Dama trima
trois types de particules virales (INRA, Laboratoire de St-
Christol·lez·Alès).
En 1975 Tiong el Munroe onl observé un type de mala-
die idenlique au Sarawak, que Tinsley en 1976 avail men-
tionné comme élan! une granulose, el un mélange de petits
virus non inclus à ARN. Reinganum et al. ont caractérisé
ce dernier en 1978 comme un petit virus isomélrique de
35 nm de diamètre, de densité de 1 289 g/cm ' et constitué
d'une seule proléine de poids moléculaire de 62 100, donc
ayant les caractéristiques physico·chimiques d'un virus de
type (3 Nudaurelia.
En 1968, Wood avait décelé une épizootie sur D. trima
dans la péninsule malaise. Le diagnostic fait par Thomas et
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b) Caractérisation des pathogènes.
Il apparail deux sortes de particules virales à l'examen en
microscopie électronique (INRA, St Chri~tol-Iez-Alès) :
- de petites particules icosaédl'iques d'environ 35 nm
du type (J Nudaurelia ;
- de gros granules ovoïdes de taille hétérogène avec des
virions en bâtonnets d'environ 200 nm de long sur 40 nm
de large.
Ainsi, la maladie de Paraso lepida résulte d'une double
infection d'un Baculovirus responsable d'une granulose et
d'un petit virus du type (J Nudaurelia.
c) Observations en plantation.
Le grégarisme de l'espèce tout au long de son développe-
ment permet à des populations entières d'être contaminées
sur l'ensemble d'une palme ou d'un palmier. L'incidence
naturelle de la maladie en champ sur une population dans
les Lampung, Sud·Sumatra, peut être de quelques pour
cent à 100 p, 100. Une moyenne de 20 p. 100 est générale·
ment trouvée. Mais la maladie installée, la population de
Parasa disparail peu à peu au cours des générations sui·
vantes, toutes les colonies arrivant à être infectées.
d) Tests expérimentaux.
Les traitement~ par pulvérisation de colonie~ ~ur coco-
tiers isolés à raison de 1 ml de solution mère pour 100 ml
d'eau ont donné les résultats suivants (Fig. 5) :
- pour un stade Il, la mortalité est de 78 p. 100 après
3 jours et 100 p. 100 au 6< jour. Mais pour un stade VI la
mortalité est de 4 p. 100 à 3 jours, 87 p. 100 à 7 jours et
100 p. 100 à 12 jours;
.:.... dans le cas d'une réinfestation artificielle c'est·à·dire
mise en place de chenilles sur une palme où des chenilles
sont mortes trois mois auparavant et où il reste des cada-
vres, une mortalité de 100 p. 100 n'est obtenue pour le
stade 1\ qu'à 12 jours seulement;
- quant au témoin pour un stade de même âge, stade11: la mortalité après 12 jours n'alleint que 18 p. 100.
III. - PERSPECTIVES
1. - Début d'utilisation des virus en plantalioJl.
Un premier essai de traitement à l'aide d'un atomiseur à
dos avec une solution virale du Limacodidae Sibine /usca a
été fait en Colombie (Amérique du Sud) en 1975 en utili-
sant 10 à 20 g de larves broyées et filtrées pour 50 1d'cau;
et une mortalité de 94 à 97 p, 100 a été obtenue avee 2 1de
solution par arbre.
Ensuite, des traitements à échelle industrielle il titre
d'essais par avion équipé de micronair on\ été fails contre
Sibine /usca sur plusieurs centaines d'hectares. Avec seule·
ment 201 de solution/ha, une mortalité voisine de 100 p.
100 a été obtenue. Mais ce traitement pour être efficace
doit être effectué sur les jeunes stades en début de cycle car
la mortalité n'apparaît qu'après 20 jours [GenlY, Mariau,
1975).
En 1975 également, en Malaisie au Sarawak, des traite-
ments ont été effectués avec succès contre Darna trima.
Plusieurs dizaines d'hectares de palmiers à huile de 3 ans
avaient été traités à l'aide d'un atomiseur à raison de 50 ml
d'inoculum concentré frais de solution virale pour 100 1
d'eau, donnant 100 p. 100 de mortalité en une période de
8 à 24 jours [Tiong e( al., 1977).
En Afrique de l'Ouest sur La((Jia \'iridissil//o en 1lJIl4 ~ur
des palmiers de 4-5 mèlres de haut tmités il pmtil' UU sol il
l'aide d'un appareil à pression préalable avec une suspen-
sion de Picornavirus équivalente à 425, 1 900 et 3 700 g de
chenilles malades/ha, la mortalité a été re~peetivel11ent de
Il, 44 ct 61 p. 100 une semaine aprè~ l'application. Par
contre, J5 jours plus tard la mortalilé étail équivalente sur
J'ensemble des parcelles Y compris les témoins.
Pour Casphalia extranea en 1985 sur blocs de 10 ha, une
solulion de Densovirus. préparée avec 50 ou 100 chenille~
malades/ha et appliquée par hélicoptère, donne 5 jours
plus tard une mortalité de 72 à 81 p. 100 alors qu'elle n'est
que de 28 p. 100 sur le témoin [Fédièrc e( ul., 1984, 1986).
2. - Possibilités de lutte microbiologique.
Dans toute la zone de culture du palmier à huile ct du
cocotier des épizootie~ spectaculaires ont été décelée~ sur
plusieurs Limacodidae, de même que sur quelques autres
ravageurs, Hesperiidae et Psychidae notallllllcni. Actuelle-
ment des virus utilisables, dont les souches sont conser-
vées, ont été mis en évidence sur trois espèces de Limacodi·
dae en Amérique du Sud, mais des maladies ont été obser·
vées sur bien d'autres espèces, trois espèces de Limacodi·
dae et une d'Hesperiidae en Afrique de l'Ouest, cl une
dizaine d'espèces de Limacodidae dans le Sud-E~t asiati·
que.
Parmi les pathogènes trouvés, plus de la moitié sont des
petits virus, Densovirus, Picornavirus. (J Nudaurelia, le
A : Trailemenl stade Il solulion virale (Trea/·
men/ Und instar viral soill/ionl.
B : Trailemenl slade VI solulion virale (Trea/·
ment VI/h instar viral snill/inn).
C : Comaminalion nalurelle Slade Il - réinfes·
lalion (NI//IIrul ,'alllulI/il/u/i"l/ - /lm( im/ur -
reil/les/ulion).
TI : l'''émoin, Siade Il (/s/l'lm/fIIl. 111/(1 il/s/arl.
T2 : 2' lémoin. Siade Il (/II/ri C'uII/ral. IInri ins·
/ar).
FIG. S. - Trailemem de dilTérenls slades de
Parasa lepida Cramer avec une SOIUI ion virale -
granulés el {3 Nudallrelia - (Trea/mell/ 01 di/le·
ren/ Parasa lepida Cramer ins/ars wi/h a viral
solu/ion - granulosis and {3 Nudaurelial.
Tl
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reste se partage entre Baculovirus de polyédrose nucléaire
et de granulose, et Reovirus de polyédrose cytoplasmique.
Très fréquemment ces virus sont associés chez la même
espèce sans que l'on sache alors quel virus est la vraie
cause de :maladie ou s'il y a effet de synergie.
Il y a un potentiel important présenté par ces diverses
catégories de virus et, en conséquence, une large perspec-
tive pour une meilleure utilisation de ces germes en protec-
tion des palmiers.
L'importance des épizooties observées sur quelques espè-
ces: Sibine fusca, Dama trima, Setothosea asigna. Latoia
viridissima a donné l'idée de les utiliser en vraie grandeur,
en particulier étant donné leur spécificité stricte. Dès les
premières applications, des rèsultats très intéressants ont
été ainsi obtenus, ce qui montre bien qu'une lutte micro-
biologique est possible. .
CONCLUSION
En Indonésie, les attaques du palmier à huile et du coco-
tier, par les chenilles, Limacodidae principalcmcnt, allci-
gnent plus de 100000 ha par an, entraînant généralement
de fortes pertes de production si des traitements ne sont
pas effectués. Les surfaces traitées contre les chenilles
phyllophages sont également importantes en Afrique et en
Amérique du Sud.
Les insecticides appliqués organophosphorés, pyréthri-
noïdes et carbamates sont efficaces mais d'un coût très
élevé et leur emploi intensif entraîne souvent l'obligation
d'utiliser des doses plus fortes pour remédier à d'éventuel·
les apparitions de phénomènes de résistance.
En outre, malgré les précautions prises (réseaux d'aver·
tissement, limitation des surfaces traitées au minimum) les
prédateurs et les parasitoïdes sont peu à peu éliminés car
les surfaces à traiter sont trop importantes pour que
soient respectées les périodes rigoureuses pendant lesquelles
les traitements doivent être faits. IJ importe donc de reve·
nir à une situation plus équilibrée en utilisant des facteurs
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limilants naturels de ces pullulations de chenilles tels que
les virus entomopathogènes. Ces vinl.~ pré~cnlcnl lin inlérêl
économique remarquable permeliant de réduire le coiit des
traitements et d'éviter la perturbation du milieu naturel en
préservant les auxiliaires.
Par les résultats déjà connus sur les Limacodidae, l'utili-
sation des virus comme insecticide biologique s'avère être
possible. Malgré des réussites spectaculaires en utilisant des
solutions virales de type artisanal, de tels traitements n'ont
pas été continués car il s'agit de surmonter les contraintes
de spécificité, de production, des méthodes d'application
et d'évaluer J'inocuité des préparations virales vis-à-vis des
vertébrés.
C'est le but du programme d'études que viennent
d'entreprendre ('IRHO, l'OSTOM et l'INRA pour:
• prospecter les maladies virales et d'identifier le maté·
riel;
• acquérir une meilleure connaissance de ces virus et de
la biologie de leurs hÔtes;
• sélectionner des souches sur leur pouvoir pathogène;
• estimer les potentialités d'utilisation, de spécificité ou
de polyspéciricité avcc analyse des gammcs d'hôlcs ;
• tesler expérimentalement sur le terrain Cl en labora-
toire la rapidité d'infestation, la rémanence du pouvoir
pathogène, la dispersion des germes, la résistance aux
agents extérieurs et les modes de traitement ;
• tester la pathogénéité sur vertébrés.
Les virus des lépidoptères défolialeurs du palmier à huile
présentent des potentialités intéressantes pour une large
utilisation mais les traitements à l'échelle industrielle
devront, dans certains cas, passer par une unité de produc-
tion à partir d'un insecte hôte' ou sur cellules d'insectes en
cultures. Dans d'autres cas, par contre, une production
artisanale à l'échelle de la plantation pourra être réalisée.
Cette biotechnologie pourrait fournir aux planteurs une
alternance aux pesticides, tout en évitant les défoliations et
les pertes de production sans risque de provoquer de désé·
quilibre dans les biocénoses.
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SUMMARY
Resellrch into entomopathogenic agents of viral ongln
in leaf.eating Lepidoptera of the oil palm and coconut.
R. DESMIER de CHENON, D. MARIAU, P. MONSARRAT,
G. FEDIÈRE and A. SIPAYUNG, Oléagineux, 1988, 43,
N° 3, p. 107·117.
Initial determinations of entomopathogenie orgnnisms of viral
origin and the rirst trials on Limacodidae in plantations were
carried out as early as 1975 at the instigation of the IRHO. Small
free viruses - Densoviruses. Picornaviruses - were detected in
South Ameriea and West Africa and others, but of the {3 Nttdal/'
relia type, in Southeast Asia. Larger viral particles Reoviru.~('s
(cytoplasmie polyhedrosis), Baculoviruses (nuclear polyhedrosis,
granulosis) were also observed. In Indonesia, research was
undertaken into viral diseases and the symptomology of new
diseases was analyzed: cytoplasmie polyhedrosis and diseases
caused by small viruses on Setothosea asigna, association of
granulosis and small viruses of the {3 Nudaurelia type on Dama
trima, Parasa lepida. In addition to characterizing these
pathogens, observations on the incidence of these diseases and the
first experimental tests were also carried out on plantations. The
initial results obtained, when applied on a true scale, show that
microbiologieal control is possible. Studies of these viral disea~es,
prospection, identification of viruses, selection of ~trains,
determination of potential for use, experimental tests and
pathogenicity tests, in the laboratory and in the rield, are slill
necessary on secondary hOslS or inverlebrale cells before
production units are set up. This biotechnology should provide an




Investigaciones sobre los organismos enl')mopat6genos de
origen vir6tico en los lepidopteros defolilldores de la
palma africana y dei cocotero.
R. DESMIER de CHENON, D. MARIAU, P. MONSARRAT,
U. FL:LJIÈRE y A. SIPAYUNG, OléagÎlI('I/.I', 1911l!, 43,
W 3. p. 107·117.
Las primeras delerminaciones de organisl1lOl emomopaloge-
nos de origen vir61ico y los primeros experimelllos en las planta·
ciones sobre Limacodidae se hicieron a instigaciOn dei IRHO a
partir deI aile 1975. Unos pequelios virus libm Dellstll'ims y
Piromavirus, se evidenciaron en Américn dcl SUI v en el Al'rica
occidental. y otros de tipo {3 NI/daI/relia ~t: evidëndaron en cl
Sudeste asiâtieo. Asimismo se observaron particulns de virilS de
mayor tamario, Reovirus (poliedrosis citoplasmâtim), BaCl/lo\'irus
(poliedrosis nuclear, granulosis). En lndonesia se Ilzo una invesli·
[!aci6n sobre enfermedades par virus, y sc analis6 'a ~inlonmtolo·
gia de nuevas enferl1lcdades, como poliedrosis doplasl1l:\tica y
enfermedad de pequeiios virus sobre Setothosea aJigna. una aso-
ciaci6n de granulosis y de pequeiios virus de tipo {3 Nudal/relia
sobre Darna trima. Parasa lepida. Ademâs de caracterizar a estos
pat6genos, se hizo observaciones de la incidencia de estas enfer-
medades, y también las primeras pruebas experimentales en plan-
taciones. Los primeros resultados de utilizaci6n en Jas condicione.~
de una plantaci6n muestran que es po~ible lIevnr a I;abo una lucha
microbiol6giea. Antes de pasar a la aplicaci6n de C';ta lucha a las
unidades de producci6n. alin se necesita estudiar es:ados de eslas
enfermedades vir6ticas, hacer pro~pecciones, eslndiar la idenlidad
de los virus, seleccionar cepas, conocer las pOlencialiùades de uti-
lizaci6n, hacer pruebas experimentales. pruebn~ de caracler pat6-
geno en laboratorio y en el campo sobre hospederos secundarios 0
células de invertebrados. Esta biolecnologin deberia ofrecer una
allcrnativa a los insecticidas quimicos, disminuycndo cl ries[!o de
provocar desequilibrios en las biocenosis .
Replication of the Densovirus of Casphalia extranea (Lepidoptera
Limacodidae) on an established cellline
G. Fédière, X. Lery, J.M. Quiot, P. Monsarrat
1990
Journal of Invertebrate Pathology, 56, 132-134
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Replication of the Densovirus of Casphalia extranea (Lepidoptera
Limacodidae) on an Establist1ed Cell Line
Dcnsoviruscs bclong to thc Parvoviriuac
ramily (R. E. F. Mallhcws, II/Ia"irolo~y
17, 1-199, 19H2). Thcse small icosahcural
nonoccluueu viruses (uiameter 20-22 nm)
contain linear single-stranueu DNA. The
common name of uensovirus, uensonucle-
osis virus, was ueriveu from the character-
istic appearance or the nuclci in inrecteu
larvae of insects (e. Vago, G. Meynauier
anu J. L. Duthoit, A/l//. t.iJipizyt. 15, 475-
479, 19(4).
Outbrcaks of the 1I10th Casp/Illlia l'xlra-
I/l'a (Lepidoptcra, Limacouiuae) OCClU' pe-
riodically u'uring thc months or August and
September in oil-palm anu coconut planta-
tions in Cùtc u'lvoire, causing great dam-
'Ige. One or the main nalmal control agents
of lhis pest was a uellsovirus. These viruscs
are polentially useful microbial control
agent or insec! pests (p. Gent y, O!t:a!-:il/('flx
30, 349-354, 1975). Some assays performeu
on rearings of this insect anu the observa-
tion of the virus pn>pagation in plantation
showed the great pathogenicity or this
densovirus. Field cxperill1ents have shown
that when titis virus is spreau in plantation,
il is able to conlrol the pesl satisfactorily.
Two weeks arter the trcatment, the lIIortal-
ity rcachcu 92% of the larvae (G. Fcuiere,
P. Monsarrat, D. Mariall, and M. Bergoin,
Ffil/e/a//l. I\pp/. A.\jJl'<'IS Im'('/I('b/'. 1'01/101.•
705, 19H6).
" The fact that the virus has been cullureu
only in living hosts limited its production.
Insect tissue alld ccII culture is important
for studying lI1any aspects or virus-host re-
lationships, for viral prouuction, anu for
molcclilar biology. SilH.:e no C. ('xlral/l'a
cellline has yet been uevelopeu, the uilTer-
ent lepiuopteran ccII lines cultureu in our
laboratory were testeu to rcplicate the vi-
rus. Spot/optera .fi·flRipada, S. li1toralis,
Ma//lc'st/'a bra,\'sin/(', '/i'idlOplflsia I/i, all~1
C/IO/'i,\'IOl/l'flrtI '/;l/l/i/('/'(///(1 uid not permit
thc multiplication of the virus. Only the
continuous ccii line SPC BM40 (J. M.
Quiot, S('roloRia 22, 25-31, 19H2) was main-
taineu in Grace meui~m containing 10% l'e-
tai hovine serum, in which calciull1 chlo-
riue, maltose, anu r3-alanine were omilleu
(X. Lery anu G. Feuiere, J. II/verll'br.
Pal/lOI., in press).
The uensovirus was purilïeu l'rom uis-
eased larvae collected in oil palill at the
, Pallllinuustrie plantations at 1~loka, cast or
Ahidjan (G. Fediere, l'h.)). thesis, Mont-
pellier 1<)~G). Log phase lJo//lhyx //lori cclls
(10 X Hh in 75-C1ll 2 tissue clllture llasks
(NUNC) were infccted wil.h a 2-ml virus
sllspension al 0.05 ()1):'I,Jml or with viral
DNA al 0.025 OD::!hJl1ll, in Grace medium
cottlaining 3% Idal bovine scnllll, liltcreu
at 0.22 11II1. AI'tcr a contacl or CI hl', wilh
gentlc agitation at 2H"C, the virus or DNA
was removcu with mcdiulll anu 10 ml of
rresh meuiulIl containing 3% l'etai hovine
serllm was addcd.
As no cytopathie cllcc.:l was detecled ar-
ter 15 uays, viral infcc.:lion was revealcu hy
uilTerent colorations. The perinuclear zone
appeareu intensely staineu arter acrydine
orallge or illlnlullOlluorescence assays 1111-
der a compolllHI microscope. lJ nder the
c1ec.:lron microscope, viriolls appeared in
nuclci (Fig. 1) anu cau'seu m~uilications in
the nuclcar structure. The ract that this
densovirus is roumi olltside or Ihe nllclells
is or interest, hecausc the replication site
has generally been tho'ught 10 be nuclear.
S li pc lïIatants frOIll in l'cc.:leu cllllll l'CS, ob-
servcl! al"tcr negativc contrast with phos-
photungstic aciu (JYrl\), showcu high con-
centrations of virions in cellular rragments.
Artcr 2 weeks, infecteu cclls were
scraped l'rom Ilask walls, homogcnizeu,
and 1IltlëlsonÏl:aled in 0.05 M Tris ImiTer.
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1;ll;, 1. CcII of Ihe llll/l1ll."x II/or; SPC IlM 40 line ÎnfccteJ oy lhe ClI.\pha{;a ('xlral/('a Jensovirus. (a)
Portion of nucleus sllOwing tighlly packcJ virus partie/cs arrangcJ in nyslalline arrays. X6(,.()()(). (0)
Virions in cYIOplaSfllic vacuoles near the nucleus. xJ.'i.OOO.
The suspension was c1arilied a III1the supcr-
natant ultracentrifllgeu at 150.000,1.' for 2 hL
Thc pellct was puri lied on sucrosc gradicnt
density (10/45) l'or 2-hr al 200.000,1.'. The pu-
ri lied virus suspension ohtained had a UV
ahsorhance spectrulll with an average 2()O/
2XO extinction ratio of 1.40 in cOlllparison to
1.50 for thc purilicu virus lIscd for the in-
fection, The rate of lIlultiplication was ca.
10. conesponding 10 1 OI).!(,(J per llask.
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S~rological stlldies indicat~d that the vi-
rils prlHlllc~d in cell Lllltl1l"~s r~acted iden-
tieally to tllOse useu l'or infection.
Our observations conlïrmed the replica-
tion or the CCl'\"p/lClliCl ('x/rClI/('Cl densovirus
in the only eontinllous ccii line SPC UM40
or JJoJllhyx mori. Il is the tirst time that a
ucnsovirus has been shown to rcplicate in
an establisheu ccllline. The oif-palm insect
pests stuuieu in our laboratory, Tllmaca ru-
fi.\'l/IlClJlllI1Cl (Lep., Notouontiuae), Pfero/ei-
//0// hll{/CJ/lli (Lep., IIesperidac), !.ll/oia ,'i-
ridüsilllll, alld L jJallitla (Lep., LÎmaco-
didae), were Ilot roulld to he illkcteu hy this
virus, except C. eX/IëlI/('a. These rcsults
conlïrmeuthc grcat specilicity of this virus.
The virus produccd coulu infect the lar-
vae or C. eX/lëll/l'a in laboratory rearings.
The important ratc of multiplication ob-
taineu in our cultures inuicates. a potcntial
for the prouuction of this virus for biologi-
eal control applications.
KI·.Y WOltl>s: Ikll~()villls: ('Cl,I/J/lClliCl ('.\'-
/l'(/I/('Cl; lJ(}/IIhy.r "lOri ècll lillc; viIlls pro-
ductioll; lransl"ectioll; Parvoviridae; DNA.
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à un baculovirus augmente d'autant l'intérêt que nous pouvons lui porter. Ce
travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (PI4).
B. Les virus des ravageurs autres que les Lépidoptères
Limacodidae
1. Le Coléoptère Chrysomelidae Coelàenomenodera minuta
Wld.
Ce petit Coléoptère Chrysomelidae Hispinae, qui mine les
folioles du palmier à huile représente le ravageur le plus important pour cette
culture en Côte d'Ivoire. La succession de 2 générations sur le même palmier
peut entrainer une défoliation à 90 % causant une perte de récolte de 50 %.
Lors de pullulations de cet insecte, des maladies virales ont été observées
chez les larves, et des virions ont été étudiés en microscopie électronique.
Deux types de particules icosaédriques apparaissent, sans que nous soyons
capables de définir l'agent causal principal. TI s'agit d'une part d'un virus
mesurant 25 nm de diamètre de type Densovirus et d'autre part d'un virus de
40 nrn de diamètre (Fédière et al., 1986b). Les recherches sur ces 2 souches
virales restent à approfondir.
2. Le Lépidoptère Notodontidae Turnaca rujisquamata
Hampson
Une nouvelle espèce défoliatrice, non répertoriée panni les
Lépidoptères ravageurs des palmiers est apparue en pullulation sur la
plantation industrielle d'Aghien. .TI s'agissait du Notodontidae Turnaca
rufisquamata. Une épizootie foudroyante se déclencha et la récolte de
nombreuses larves mortes nous pennit d'isoler l'agent causal. Une
caractérisation partielle de ce virus a permis de l'identifier comme étant un
Picomavirus (Fig. 1). Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après
reproduite (PIS). Le clonage moléculaire du génome à ARN a été entrepris.
Des brins d'ADN complémentaire ont été synthétisés et clonés; ils sont
stockés dans une banque génomique en attente d'études ultérieures. Ce travail
a pennis de mettre en évidence la grande virulence de cette souche virale et
son caractère original par le nombre et le poids moléculaire des protéines
capsidaires.
3. Le Lépidoptère Hesperidae Pteroteinon laulella Hewitson
Le palmier à huile abrite une troisième famille de Lépidop~ères
défoliateurs; il s'agit des Hesperidae. Plusieurs espèces sont tout à fait
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A new Permissive Cell Culture Obtained from Latoia viridissima
(Lepidoptera, limacodidae)
K.N. Kouassi, X. Lery, G. Fédière, S. Herder
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A New Pernlissive Cell Culture Obtained fram Latoia viridissima
(Lepidaptera, Limacadidae)
Two viruses were isolated on Latoia viridissima
(Lepidoptera, Limacodidae), defoliator of oil palm in
Côte d'Ivoire, a picornavirus (G. Fédière, R. Philippe,
J. C. Veyrunes, and P. Monsarrat, Entomophaga 37,
354-357, 1990) and a nuclear polyhedrosis baculovirus
(N. K. Kouassi, Oléagineux, in press). No lines were
known from this family and as no permissive cell cul-
ture existed to multiply these viruses, we have at·
tempted to obtain a permissive cell line from hemo-
cytes of this insect.
Larvae from four different field samples were used
for the culture of 75 C35 petri dishes. Hemolymph ob-
tained by the "dropping" method (J. M. Quiot, Doc-
torat, Montpellier, France, 1975) was put directly into
petri dishes with Grace medium containing 10% fetal
bovine serum (FBS), modified form (X. Léry and G.
Fédière, J. Invertebr. Pathol. 55, 47-51, 1990), with the
addition of 5%0 NaN3 and incubated at 28°C (ail chem-
icals from Sigma). .
After 4 hr of culture, most of the hemocytes adhered
to the flask walls. During the first days of the culture,
the dilferent types of hemocytes described by T. J.
Kurtti and M. A. Brooks (J. Invertebr. Pathol. 15,
341-350, 1970) were observed. After 1 to 2 weeks,
small fibroblast-like cells (prohemocytes) were the only
cells remaining in the cultures. They occurred in two
forms, fibroblast-like adherent cells and small rounded
suspension cells representing mi totic prohemocytes
(Fig. 1).
During the first 10 days, in 40% of the cultures, no
multiplication occurred and cells died. In a few cul-
tures, characteristic polyhedra were found in the cells.
After purification and analysis they appeared to be nu-
clear polyhedrosis viruses and represented endogenous
infections.
During the following weeks, a low rate of multipli-
cation was observed in 50% of the remaining cultures.
The vigorous multiplication was generally observed af-
FIG. 1. Culture of Latoia uiridissima hemocytes at the fifth passage after 3 days. Fibroblast-like adherent cells and small roundcd
suspension cells. Bar, 100 f.lm. Arrows, mitotic cells.
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FIG. 2. Electron micrograph of a culture of hemocytes from La/oia viridissima infected with nuclear polyhedrosis virus. Bar, 0.5 IJ.m. N,
nucleus; C, cytoplasm; P, polyhedra containing baculoviruses.
ter 3 or 4 weeks, but the best results were obtained
when this phase began after 2 or 3 months.
A suspension of purified polyhedra (0.1 OD/lllll iso-
lated from larvae was used for experimenta! inlections
(N. K. Kouassi, Oléagineux 16, 53-59, 1991). Polyhe-
dra were dissolved by aikali treatment and Grace me·
dium without FBS added. Ten percent of the nonin-
fected primary cultures were infected. After 6 hr, the
virus was removed and fresh medium containing 3%
FBS was added. Ten days later, cells that showed poly-
hedra in their nuclei were collected and ultrastruc-
tural studies were performed (Fig. 2).
At this stage, when monolayers attained full conflu-
ency, subcultures were attempted every 1 or 2 weeks.
Adherent and supernatant cells were placed in new
ftasks (1:2) with fresh medium. After 10 montbs, it was
possible to maintain 2 of the 75 primary cultures. This
is an improvement upon the 1% obtained by J. Mit-
suhashi and A. Shozawa (Dev. Growth Differ. 27,
599-606, 1985) under the same conditions with a dif-
ferent lepidopteran species. Twenty subcultures were
achieved during this period and experimental infec-
tions of cells remained possible.
The larvae used were taken directly from the field,
not from laboratory reared stock (the rearing of L. viri-
dissima was impossible). This explained the rapid de·
crease in the number of primary cultures and the en-
dogenous infections with nuclear polyhedrosis virus
ouserved. 'l'he final sucœss[ül resulLs (:J%) obtained are
encouraging.
Even when the cell line was not established, because
of the low nurnber of passages, subcultures of L. viri-
dissima cells were al ways accomplished and the virus
multiplied. This represents a great hope for the pro-
duction of aIl the viruses isolated on this lepidopteran
for use in uiological control and molecular biological
studies.
KEY WQlWS: Lepidopteran cell line; Latoia viridis-
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Etude d'un nouveau virus à ARN isolé de Turnaca rufisquamata (Lépidoptère
Notodontidae) défoliateur du palmier à huile en Côte-d'Ivoire.
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1992
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Etude d'un nouveau virus à ARN isolé
de Turnaca rufisquamata (Lépidoptère
Notodontidae) défoliateur du palmier à
huile en Côte-d'Ivoire.
5tudy ot a new RNA virus iso/ated trom Turnaca
rufisquamata (Lepidoptera NotodontÎdae), an oil
pa/m /eat-eater in Côte-d'Ivoire.
G. FEDIERE(1), X. LERy(1), N. KOUASSI(1), S. HERDER(1), J.C. VEYRUNES(2), D. MARIAU(3)
Résumé. - Les larves d'une nouvelle espèce d'insecte défo-
liateur, Tl/maca rl/jïsqllamala (Lépidoptère Notodontidae), sont ap-
parues en pullulation sur la plantation de palmiers à huile Aghien à
La Mé (Côte-d'Ivoire). Le déclenchement d'une épizootie nous a
permis de mettre en évidence un entomovirus particulièrement pa-
thogène. Ce virus se caractérise par sa forme icosaédrique et son dia-
mètre de 30 nm. Le spectre photométrique d'une suspension virale
purifiée montre un rapport des densités optiqucs à 260 et 2110 11111 de
1,1l3. L'étude électrophorétiquc de sa compositioll polypeptidiqllc
fait apparaître 3 protéines majeures, PY l, PY2 el PY3, et une mi-
neure, PY4, dont les poids moléculaires sont respectivement de
41000,33000,30000 et 12000. Le génome viral est constitué d'un
fragment d' ARN dont le poids moléculaire est estimé à 9,4 Kb. Les
propriétés physico-chimiques de ce virus l'apparentent à la famille
des Picornaviridae. A partir d'anticorps produits sur lapin, des tests
d'immunodiffusion mOllirent que ce virus est distinct des autres Pi-
cornavirus d'insectes
Mots clés, - Tl/maca l'llfisqllamala, Notodontidae, Lépido-
ptère, virus à ARN, Picornaviridae, palmier à huile, lutte biologique.
INTRODUCTION
Après Coelaenomellodera Minuta (Col. Hispinae), les Lé-
pidoptères défoliateurs représentent les insectes ravageurs
les plus importants pour le palmier à huile en Côte-d'Ivoire.
Dans le cadre de la lutte biologique utilisant les virus ento-
mopathogènes contre les ravageurs du palmier à huile plu-
sieurs agents ont été isolés, en particulier dan,s la famille des
Limacodidae (Desmier de Chenon et al., 1988, Entwistle,
1987, Fédière et al., 1986, 1990, Genty et Mariau, 1975, G in-
ting et Desmier de Chenon, 1987, Kou:lssi et al .,1991).
Contrairement aux Limacodidae dont les larves sont les plus
fréquemment observées sur cet oléagineux, les Notodonti-
dae apparaissent sporadiquement. La seule espèce déjà ob-
servée en pullulation est Leptonatada sjijstedti sur la
plantation d'Eloka à Bingerville en 1979 (Mariau et
(1) Laboratoire d'entomovirologie - ORSTOM - BP V5) - Abidjan-
(Côte-d' 1voire),
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(France),
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S III/111/ary, - TIle lan'lIl' I!{ lI,lI('1I' slN't'Îe,I' of Il,(!rt'al illg i11-
.l'('cl. Tu rnaca rufisq uamata (Lt'pit!oplel'a NOIOtlOlllitll/(') apl'I'a-
l'et! ill ail oUllJl'eak alllll' A.~/,iell oil pallll plalltalioll al La ,VII:
(elile-t!' h'oireJ, TIle Iriggerillg of ail epi:oolÏC' let! 10 II/(' t!isco-
very of a parlicularly palllOgl'lIic el/lomovirlls. TI,is \'irus is 0/
icosalledral sl/(}pe ll'illl a diamelec of30 IIm, Tlle UV speclrllJII
ofa purijïec/ viral suspel/siol/ sllOlI'ec/ al/ oplical t!el/sily rali" I!I'
1.83 al 2fJO (/lIt! 280 uu/. Ali eleclrol,lltll'tllÎt' ,l'/luly I!/ÏIS pol,rpel'-
lit/l' CIJl/IINI,l'iliau r('l'ealet/J IJ/ajor pmll'ÏI/s. VI' ,. VI':! al/tll'P3.
alol/g ll'ill, a mil/or ol/e. VP4, Il'llOse lIIolecular \l'dgllls are
41,000,33.000.30,000 al/d 12,OIJO KDa, rl'Sp('cIÏl'l'!)'. T1,e l'iraI
gel/ollie is al/ RNA lIIole('ltll' ll'ill, a lIIoll'cular ll'eiglll ("~liuUl/etl
al 9.4 Kb. Ily ils pllysico-d/t'IIIÏt'(I! p/'Opcrlies l!Jis \'irus i,l' rt'lt/-
let! 10 Ille lIIelllber,l' of llie PicoI'I/(JI'irit/ae falllily. IUIJJ/I/IIotlWi,-
sion lesls using aulilJOt!ies raised ill rablJilS sllOlI'et! 111lI1 Illis
vil'lls is dislincl from tl,e ot/ler iusecl Picol'llt/I'imses,
Key words, - Turnaca ru fisquamata, NOlot/oll/it/a(', Lt'pit/opll'-
/"0, RNA virilS, Picol'llal'iridae. oil palm, 8iological ('(Jill roI.
INTRODUCTION
After Coelaenomenodera Minuta (Col. His{li/laeJ.leaj~ea­
ting Lepidoptera are the 1II0St serious il/sect {lests ou oil
pallII in Côte-d'Ivoire. Several ogellts have ~eell isolatl't! ill
conl/eetiol! ll'itli hiologieal cOl/trolllsillg elltolllO{latliogl'lIic
vil'llses agaillst oit {Jailli pests, especially frolll tlil' Limaco-
didae family (Desmier de Chl'IIOII. ct al .. 1988; EI/III'istle.
1987, Fediere ct :11.,1986,1990; Geuty (1I1d Marit/II, 1975;
Gilltiug aud Desmier de Chelloll, 1987; KOllossi ct al..
1991 J, Ulllike the Limacodidal', \l'llOse larl'ae are tlie IJ/Ust
COII/IlIOU ail tllis oil CI'OP, Notodalltidal' ollly a{lpl'or slwra-
dicall)'. Tite ol!ly species ta Iiave beeu seeu .1'0 far i/l out-
hreaks was Leptonatada sjiistedti on tlte Eloka plautatiol/ at
Billgerl'ille in 1979 (Maria Il et al., 19RI J, A .l'l'colld ,1'fJl'l'Îl'.I'.
(1) Entomovirology Lahoralory - ORSTOM - BP VSI - Abid j,III -
(Côte-d'Ivoi rel.
(2) Slation de recherches de pathologie comparée - INRA·CNRS - 31l.lXIl St
Christol-les-Alès - (France)
(3) Enlomologie Division - IRIIO·CIRAD - 131' SU3S - .1-1032 - Montpellier
(France),
Adresse fQr ail corrcspondence: G. Fediere - LaboratQire d'enlomovirologic -
76, Street 15 - Maadi - Cairo - (EgYPI)
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al.,1981). Une seconde espèce, Arciera grisea, se rencontre
sur palmier à huile mais toujours en très faible nombre.
Aucun virus n'a été signalé chez les Notodontidae défo-
Iiateurs des palmacées ; seul un virus a été décrit en Côte-
d'Ivoire chez Epicerura pergrisea, ravageur du framiré
(Fédière el al., 1987).
En octobre 1984, sur la plantation privée Aghien à La Mé,
une très forte infestation de larves d'une nouvelle espèce de
Lépidoptère Notodontidae défoliateur du palmier a eu lieu.
Ce défoliateur fut ensuite totalement éliminé de la plantation
par Philippe (1986) qui utilisa des insecticides chimiques
(Décis et Evisect).
Au cours de cette infestation, une épizootie naturelle se
déclara dans une parcelle et des larves malades et mortes furent
collectées pour la recherche et l'étude de l'agent pathogène.
MATERIEL ET METHODES
Méthode d'infection
Les larves de Tumaca rufisquamala Hampson 1910, ré-
coltées en plantation de palmier à huile durant la pullulation
(Fig.l), maintenues en élevage au laboratoire, sont nourries
avec des folioles de palmier à huile badigeonnées à l'aide
d'une suspension virale purifiée. Cette souche de virus pro-
vient de larves mortes infectées, récoltées sur la plantation
Aghien à La Mé, en octobre 1984.
Techniques de purification du virus
Les larves infectées sont broyées dans du tampon Tris
(0,05 M)-SDS (0,002 M) pH 7,8.
Après filtration sur mousseline, le broyat est clarifié par
centrifugation à 8000g pendant 10 minutes. Le surnageant
contenant les particules virales est ultracentrifugé à200000g
pendant 2 heures à 4°C. Les culots sont repris dans du tam-
pon Tris (0,05 M) pH 7,8, dispersés par ultrasonification et
déposés sur gradient de densité de saccharose (15%-45%
poids/poids) préparé dans du tampon Tris. Ils sont alors ul-
tracentrifugés à 145000g pendant 2 heures à4oC. Les virions
qui sédimentent en une bande absorbant à 260nm, sont pré-
levés à l'aide d'une pompe péristaltique dilués en tampon
Tris et les particules virales sont remises au culot par ultra-
centrifugation à 200000g pendant 2 heures à 4°C, ceci pour
obtenir une suspension virale purifiée et concentrée.
La pureté de la suspension et sa concentration sont contro-
lées en observant son spectre photométrique entre 320 et 220
nm et en calculant le rapport des densités optiques à 260
nm (maximum) et à 240 nm (minimum) et en effectuant
une observation en microscopie électronique.
La pureté de la préparation v irale est ensui te estimée en ef-
fectuant l'observation d'une grille en microscopie électroni-
que contrastée négativement à l'acétate d'uranyle à 2%, pH
7,4 ou à l'acide phosphotungstique à 1%, pH 7,0.
Electrophorèse des protéines virales
Le nombre et la masse moléculaire des protéines virales
ont été déterminés par électrophorèse en gel de polyacryla-
mide-SDS à 7 et 9% selon la méthode de Weber et Osborn
(1969). Le marqueur de référence est constitué de 6 pro-
téines : phosphorylase b (PM: 94000), serum albuminé bo-
vine (PM: 67000), ovalbumine (PM: 43000), anhydrase
carbonique (PM : 30000), inhibiteur de trypsine (PM
20100), lactalbumine (PM: 14200).
Caractérisation de l'acide nucléique
.La suspension de virus purifié est testée par la méthode co-
lorimétrique à l'orcinol de Mejbaum (1939). L'extraction de
l'acide nucléique viral se déroule selon la technique de Hilz
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Arciera grisea, is fOlllld on ail palm, bill always in lil/liled
lIumbers.
No virus has beell reporled 011 palm leaf-ealing NOlodon-
lidae; ollly one virus has been described in Côle-d'Ivoire on
Epicerura pergrisea, aframiré pesl (Fediere et al., 1987).
ln Oclober 1984 a severe infeslalion by lite larvae ofa lIell'
species of ail palm leaf-ealing Lepidoplera NOlodolllidae
occurred al Ihe privale Agltien planlalion in La Mé. This
leaf-ealer was Ihen lolally eliminaledfrom lite planlalion
by Philippe (/986), IIsing cltemical il/seclicides (Decis
and Evisect).
During Ihis oUlbreak, a nalllrai epizoolic broke 0111 in a
plol and Ihe diseased alld dead caterpillars lI'ere collected
ta detect alld study the palhogell.
MATERIALS AND METHODS
Illfection method
Turnaca rufisquamata Hampson 1910, larvae colleCled
from Ihe ail palm plantation dllring the olltbreak (Fig. 1)
and bred in Ihe laboralory, werefed 011 oil palmleaflets co-
aled wilh a purified viral suspellsioll. The vims .l'train caille
from dead infected larvae takell from Ihe Aghien planlation
at La Mé in October 1984.
Virus purification
The infected larvae lI'ere homogeneized ill a Tris
(0.05 M)-SDS (0.002 M) bllffer al pH 7.8.
Afler beillg fillered Ihrollglt mllslin, lite hOlllogenalll lI'as
e/arified by celllrifugalioll al 8.000 gfor 10 lIlinllles. The .1'11-
pematant cOlltailling the viral parlie/es lI'as IIllra-cenlrifu-
ged at 200.000 g for 2 hOllrs al 4°C. Tite pellets were Ihen
resllspended in a Tris (0.05 M) bllffer pH 7.8, IIltrasollirally
dispersed alld deposited 011 a sllcrose dellsily gradielll (15%-
45% weighl/weighl) prepared in Ihe Tris bllffer. They were
Ihen ullracenlrifuged at 145.000 g for 2 hOllrs al 4°C. Tite
virus band which ahsorbed at 260 nlll was removed IIsillg a
perislallic pllmp, dilllted ill Tris hllffer al/d tlte viral parlicles
sedimellled by IIllracelllrifllglllion at 200.000 g for 2 Itollrs
al 4°C. This led la a cOllcelllraled, pllrijïed viral sllspellsion.
The p"rily and cOllcentratioll of the sllspensioll lI'ere
checked by spectophotometry hetll'een 320 and 220 IIm al/d
by calculatillg Ihe optical density ratios at 260 IIl1l (maxi-
mum) alld 240 nm (minimum). The pllrity of the vims prepa-
ration was funher assessed by observation III/der 'Ihe
electroll microscope ofa grid lIegatively cOlllraS/ed ll'ith 2%
liraI/yi acetale pH 7.4 or lI'ith 1% pllOspllOlllngslic acid
pH 7.0:
Electrophoresis of viral proteills
The number and size of viral proleins were dçlerlllilled by
electrophoresis in polyacrylamide-SDS gel at 7 al/d 9%
usillg the Weber and Oshorn method (/969).The referel/ce
marker consisted of 6 proteins: b pllOsphorylase (MW:
94000), bovine serum albllmin (MW: 67000), ovalbllmill
(MW: 43000), carhonic anhydrase (MW: 30000), trypsill"il/-
hibitor (MW: 20100),laclalbumin (MW: 14200).
Characterizatioll of Illicleic acid
The p"rijïed virilS sllspellsioll Il'as testl'd IIsil/g thl' orei-
nol colorimetric method according to Mejballm (1939 ).The
lechnique developed by Hilz et al. (/975) lI'as IIsed for
Oléagineux, Vol. 47, nO 3 - Mars 1992
et al. (1975). La taille et le nombre de fragments de l'ARN
sont estimés après électrophorèse en conditions dénaturantes
(Bailey et Davidson, 1976), dans un gel d'agarose à 1%, en
prenant comme référence une éche.lle de poids moléculaires
d' ARN, l' ARN du virus de Latoia viridissima (Fédière et al.,
1990) et l' ARN du Drosophila C virus de Drosophi/a mela·
nogaster (Jousset et al., 1977).
Préparation d'un antisérum sur lapin et techniques
immunologiques
Des immunosérums anti-virus de T. rufisquamata sont ob-
tenus par injection d'une suspension virale purifiée à des la-
pins, suivant le protocole de Fédière et al., (1990).
Des parentés immunologiques ont été recherchées entre le
virus de T. rufisquamata et deux Picornavirus d'insectes: le
Drosophila C virus et le virus de L. viridissima, par immu-
nodiffusion en gel d 'agarose à 1%.
FIG.!. - Palmier à huile de la planlation Aghien présenlant des fo·
Iioles fortement a\laquées par les larves de Turnaca rufisquamala. - (Oil
palm al lire Aghien planlation wilh leaf/els severely a/lackcd by Turnaca ru-
fisquamata larvae)
- 109
viral nucleic acid extraction. The size and nllm/)er of RNA
fragments were estimated after ell'ctrophoresis IInder dell(l-
turing conditions (Bai/l'Y and Davidson, /976), in a / % aga-
rose gel, using as a reference RNA moleclIlar weights
markers, the RNA of the virus ofLatoia viridissima (Fet/iere
et al.. 1990j and the RNA of the Drosphila C \'ims of Droso-
phila melanogaster (.fousset et al., 1977j.
Preparation olan alltiserum 0/1 rabbit alld illllllllllological
techlliques
T. rufisquamata anti-virus immulloserums were ohtllilled
by injecting rabbits with a purifil'd viral suspension, accor-
ding to Fediere et al. (1990 j.
Immunological similarities were sought hetween the virilS
of T. rufisquamata and two Picornaviruses of inseClS: the
Drosophila C virus and the virus of L. viridissima, by immu-
nodiffusion in a 1% a!?arose gel.
FIG.2. - Dernier slade larvaire de Tumaca rllfisquamala (gr. nal.).-
(Turnaca rutisquamatafinallan'al insfar -Iife si:e-)
FIG.J. - Suspension purifiée du Picornavirus de Turnaca rufisqllama-
la (x 50000). Examen au microscope électronique après conlraste négatif
de.. particules à "acétate d'uranyle à 2% - (Pllrified .<IIspellsioll ofTurnac.
rulï:-:quillllaia Piro""fII·iJ"US . x 50 (}(J(J·.I~.\UlIJ;IUII;OIluJU!<'J' Jllt' eliT/roll mit"ro-
SCOl'l' lifter "exoti"1! contn/stinx ofPlIrt;e/l',r w;tll 2% ''l'ollyl un'talc')
110-
RESULTATS
Détermination de l'espèce défoliatrice
'A partir d'élevages sains des larves du ravageur (Fig. 2),
des adultes furent obtenus permellant la détermination de
celle espèce. Il s'agit de Turl/oco rufi,HIUO/llCI/O, jamais signa-
, lée comme ravageur de culture.
Observation en microscopie électronique
L'examen au microscope électronique de suspensions
,virales purifiées, contrastées négativement à l'acétate d' ura-
nyle révèle des virions de forme icosaédrique, non envelop-
pés mesurant 30 nm de diamètre (Fig. 3).
Spectre photométrique
Le spectre d'absorption de la suspension virale purifiée,
obtenue entre 220 et 320 nm est caractéristique des nucléo-
protéines présentant un maximum à 260 nm et un minimum
à 240 nm. Le rapport des densités optiques à 260 et 280 nm
est de 1,83.
Electrophorèse des protéines virales
L'analyse des protéines virales par électrophorèse en gel
de polyacrylamide à 7 et 9 %, montre que le virus est consti-
tué de 3 polypeptides majeurs, PY l, ,PY2 et PY3 dont les
poids moléculaires sont respectivement 41000, 33000 et
30000 et d'une protéine mineure, PY4 dont le poids molécu-
laire est 12000.
Nature et taille du génome viral
Les particules réagissent positivement à l'orcinol, indi-
quant la nature ribonucléique de son acide nucléique. L'ana-
lyse en gel d' agarose de l' ARN par électrophorèse, en
conditions dénaturantes, montre une seule bande, d'un poids
moléculaire estimé à 3,1 X 106 daltons, soit 9,4 Kb.
Etude sérologique
Les tests sérologiques par double diffusion en gel d'aga-
rose, en utilisant 1'antisérum de lapin préparé contre le virus
de T. rllfisquamata, révèlent que ce virus ne présente pas de
parenté immunologique avec le Picornavirus de L. viridissi-
ma et le Drosopllila C virus.
DISCUSSION ET CONCLUSIQN
Par la taille des virions, leur composition polypeptidi-
que et le type et la taille de leur génome, le virus isolé
chez T. rllfisqllamala s'apparente au groupe des Picornavi-
rus d'insectes. Les résultats obtenus peuvent être comparés
à ceux précédement cités pour les Picornavirus décrits chez
d'autres espèces d'insectes, Bombyx mori (Kawase el al.,
1980), Trialoma il1feslal1s (Muscio el al., 1988), D. melallO-
gasler et L. viridissima.
La forme icosaédrique du virion et son diamètre de 30 nm
correspondent à une caractéristique des Picornavirus (27 à
30 nm). '
Le nombre de polypeptides majeurs obtenu (3) est identi-
que. Le poids moléculaire reste dans la fourchette habituel-
lement admise. Pour YP l , nous trouvons 41000 dalto'ns alors
que les poids moléculaires varient de 49000 à 31000 daltons.
Pour YP2, 33000 alors qu'ils varient de 42000 à 30000 dal-
tons. Pour YP3, 30000 alors qu'ils varient de 33000 à 28000
daltons. Des variations interviennent fréquemment quant au
nombre de protéines mineures. Ce nombre varie de 0 à 2.
Dans notre cas, nous retrouvons la protéine YP4 d'un poids
moléculaire de 12000 daltons, en accord avec les différents
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RESULTS
Leaf-eatillg species determillatioll
Till' species was delerlllilled /rOIll adllll.l· pesls reared/rOIll
IIeallllY lan'ae (Fi.~. 2) a.l· Tlirnaca rulïsqllamata. (/ sl/ecies
lI'ilicil IlCId Il l' ver beJill'e beell rellClI'leci a.l· a Cl'tlll IIe'sl.
Observatioll llllder the electroll microscope
Ali e.l'cllllillOliol/ ofpl/rijïecl \'iral.I·lIspl'lIsicJIIs 1I11c1l'r IIIC'
el l'cl rOll lIIicroscope. l1ego li l'el)' COIII rosI l'cl ll'i III Il l'clllyi ace-
Iole, revealed 11011 el/l'eloped icosailedra/l'i";cJIIs,lIIeo.wril1g
30 I/m il1 diameler (Fig. 3).
Photometric spectruI1l
Tbe UV absorpliol/ speclrllll/ of Ille pllrified l'irai .1'1/.1'-
pellsiol1 belweell220 1111I al1d 3201111I was c//(/raclerislic of
I1I1c/eoproleills willl (1 IIIa.l'i III 1111I al 260 1//11 ClllcI alllillillllllll
al 240 III11.Tile oplical dellsil)' ralio al 260 c///Ii 28{) 1111I
was 1.83.
ElectropllOresis of viral proteills
Ali al1alysis of Ille viral proleills by e/eC'lropllOresis ill a 7
al1d 9% polyaerylamide gel sllOwed 111011111' l'irlls cal/sisls of
3 major polypeplides, VP l, VP2 al1d VP3, lI'ilil lIIoleclllar
weigills of 41.000,33.000 (/l1d 30.000, respeclil'e/y, alld a
II/illor proleil/, VP4, lI'ilil a lIIole('lIlar lI'C'igill (~r 12()()().
Type alld size of the viral gellol1le
Till' parlicles reacled posilil'ely lI'ilil orcillol, illdi('alil1.~
Ille ribolll/cieic l1all/re of ils IIl/cleic ocid. Ali allaly.l'Ïs of Ille
RNA by eleclropllOresis il/ ail agarose gel, IIl1der dellalllrillg
COl/diliol1s, rellealed a sillgle bal1d, lI'illl a lIIolecl/lar weiglll
eSlimaled a13.1 x 106 dallol/S, i.e. 9.4 Kb.
Serolagical study
Serologicallesls by dOllble dlffllsioll il/ ail ogoro.l'e gel,
I/sillg rabbil al1liserllm prepared agaillsl Ille l'irl/.I' of
T. rufisquamata rel'ealed 1IICIllilis virilS IlCIs 110 .l'erological
relalioll.I·!lip ll'illl II/(, Picorllc/I'irl/s (~r L. viridissillla ail cl II/(,
Drosophi la C virilS.
DISCUSSION AND CONCLUSION
B)' Ihe size of Ille viriolls. Illeir polypeplicl COl/lpo.l'iliOIl
alld Ille Iype allcl size of Iheir gellollle. Ille \'irlls isolalecl
frolll T. rulïsquamata is re/oled 10 Ille grollfl ofillsc'cl Picor-
IIQlIirllses. Till' resllils oblailled cali be cOlllllareci 10 1110.1'1'
previol/sly reporled for Ihe P icorllal'irllses isolalecl fI' 011I
aIlier il1secl species, Bombyx mori (KClII'ClSe' Cl al.. 1980),
Triatoma infcstans (MI/scia et al., 1988), D. mc/anogaslcr
and L. viridissima.
The icosalledral shape of Ihe virio Il al/cl ils J{) 1111I clillll/e-
1er correspol1d 10 a Pico,."avi,."s cllC/rClclerislic (27 10
30I/m).
The III//1/her of /1/ajor polypeplieles oillail/eci (3) Il'OS illel/-
lical. The /1/olecl/lar weigbt rell/ail/ecl lI'ilhill Ille ral/ge
ust/ally accepled. For VP l, we fOI/I/(I 41000 elaltoll.I' , 11'111'-
reas /1/oleclllar weigills vary !rom 49000 10 JI ()()() elallolls.
For VP2, 3JOOO. wllereas Illey l'ary frolll 42{)()() 10 3()O{)O.
For VPJ, 30000, wb l'l'l'as Ihey vary fi'01ll JJO()O 10 28000
dallolls. Varialiol/sfreql/ellll)' occllrforlbe IIl/lI/her c~l'lIIillor
proleills. T!lis 1IIIIIIber l'C/ries frolll 0 10 2. III CI/II' case. we
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auteurs qui citent cette dernière entre 8500 et 15000 dal':
tons. Nous ne retrouvons pas de protéine VPO, dont le
poids moléculaire est plus élevé car étant le précurseur
des protéines VP2 et VP4. Celte absence ne semble pas dé-
terminante pour l'appartenance au groupe des Picornavirus.
En effet, de nombreux auteurs citent des exemples de virus
isolés et classés dans ce groupe comme ne possédilnt que les
trois protéines majeures.
La nature ARN de l'acide nucléique, sa constitution en un
segment et son poids moléculaire de 3,1 x 106 daltons, sont
tout à fait conformes avec les virus précédement cités et dont
les poids moléculaires des génomes varient entre 2,4 et 3,4
x 106 daltons, soit entre 7,3 Kb (Picornavirus de L. viridissi-
ma), 9 Kb (Drosophi/a C. virus) et 10,3 Kb (Picornavirus de
T. illfestans).
L'absence de relation sérologique entre deux autres Picor-
navirus et le virus isolé chez T. rufisqllamata n'est certes pas
suffisante pour l'exclure du groupe des Picornavirus. Il est
en effet très fréquent de ne pas rencontrer de parenté, en rai-
son de la grande spécificité de ces virus.
A partir de l'ensemble de ces données, nous proposons de
classer ce virus de T. rufisquamala dans la famille des Picor-
naviridae.
Le fait d'avoir pu isoler et caractériser ce virus, présente
un atout important pour l'avenir. Sa grande virulence et sa
capacité à déclencher des épizooties naturelles lui confère
un grand intérêt pour son éventuelle utilisation en lutte
biologique.
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fOll/ld proleill VP4 ll'ilh a lIIoleclllarweighl of 12000 dallolls.
which lallies wilh Ihe differelll alllllOrs who reporl il as IJC'Ïllg
helweell8500 alld 15000 daiIOIlS. Wefollnd 110 VPO /Jr(}/eill,
whose mo/ecu/ar weight is lligher silice il is Ille precllrsor of
proleills VP2 alld VP4. This ahsellce does 1101 appear 10 IJe
a determillillg faclor for classificaliol/ il/ Ille Picol'l/(/\'irlls
group. III faCl, mallY O/Ilhors have reporled e.ramples of vi-
ruses isolaled and classified illlhis grollp 111lI1 ollly have Ihe
Ihree major proleills.
The RNA lIalllre 01' Ille III1c1eic acid, ils sill~/e-se~lIIelll~ 6 ' ,form alld ils mo/eclliar weight of3.1 x 10 dallolls, laI/y ell-
lire/y wilh Ihe viruses menlioned previol/sly, wllOse gellollle
moleclI/ar weighls vary helweell 2.4 alld 3.4 x 106 dallolls,
i.e. helween 7.3 Kh (Picornavirlls ofL. viridissima), 9 Kb
(Drosophila C virus) and 10.3 Kb (Picol'llavil1ls ofT. in-
festans).
The Jack of any ser%gica/ relaliollship belweell 111'0
olher Picornaviruses and Ihe virus isolaled from T. runs-
quamata is certainly 1101 ellollgh la eXc/llde il frollllhe grollp
of Picol'llavil'llses. III facl, fi Iflck {!f'sC'rologil'tll re/aliollshi" is
oflell encol/nlered, dlle la Ille greal specijicily oflltese \'il'l/ses.
Based 011 al/ Ihe ahove dala, we propose la c/assij}> Iltis
T. rufisquamata virus ill Ihe Picol'llavirù!ae falllily.
The faci Ihal il has beell possible 10 iso/(lle alld c//(/rac-
lerize Ihis virus is an imporlalll assel for Ihe Jillllre. Ils high
virulellce alld abilily la Irigger nalllrai epi::,oolics make il
particularly attractivefor possihle use in hiological cOlllrol.
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Fig. 1 : Suspension purifiée du picornavirus de T. rujïsqunma/n examinée au microscope
électronique après contraste négatif au phosphotungstate de sodium. Par endroits la
~uperposition de virions constitue des arrangements paracristallins (Grossissement x 75
000). Dans le cadre de détail, les virions apparaissent à un grossissement de 92 000 .
secondaires, et seul Pteroteinon laulella est responsable de dégâts importants.
De nombreux cas de mortalité· naturelle ont été observés durant des
pullulations. Deux nouveaux virus libres icosaédriques furent isolés. L'un de
·40 Dm de diamètre (Fig. 2), l'autre de 30 Dm. Ces 2 virus possèdent un
génome à ARN. Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite
(P16). Le virus de 40 Dm apparait beaucoup plus fréquemment et son étude fut
plus avancée. Le clonage moléculaire de son génome à ARN a été entrepris.
Des b~s d'ADN complémentaire ont été synthétisés et clonés.Us sont stockés
dans une banque génomique en attente d'études ultérieures
II. Le Picomavirus d'Epicerura pergrisea Hampson, Notodontidae
défoliateur des essences de reboisement
La Société d'Etat pour le Développement des Plantations Forestières en
Côte d'Ivoire (SODEFOR) avait décelé depuis plusieurs années des attaques
sporadiques de chenilles défoliatrices dans ses plantations de Terminalia
superba(Fraké) et T. ivorensis(Framiré), situées dans la zone forestière. Une
collaboration tripartite fut établie avec le CTFf et l'ORSTOM pour identifier
et trouver une solution de lutte contre ces ravageurs. Parmi les lépidoptères
défoliateurs identifiés, il s'avéra que le principal était un Notodontidae
Epicerura pergrisea (Fédière et al., 1986a). Lors de pullulations de larves de
cet insecte, couvrant plusieurs hectares dans la région de Mopri et causant de
gros dommages, une maladie virale, déclenchant une épizootie, a été
observée. L'agent causal mis en évidence était un Picomavirus (Fig. 3). Ce
virus à ARN, de 30 Dm de diamètre a été caractérisé (Fédière et al., 1987).
Cette souche virale est proche du Picomavirus de T. rujisquamata , insecte de
la même famille qu' E. pergrisea. En effet, sur 4 protéines capsidaires, 3
présentent le même poids moléculaire, et des relations antigéniques ont été
établies entre ces 2 Picomavirus. Des essais de traitement à base d'insecticides
chimiques ont été entrepris sur le terrain, et des tests de pathogénicité du
Picomavirus ont été menés en laboratoire. Ce travail a fait l'objet d'une
publication ci-après reproduite (PlO). Une étude fondamentale sur la structure
génomique du Picomavirus fut initiée. Le clonage moléculaire du génome à
ARN a été entrepris. Des brins d'ADN complémentaire ont été synthétisés et
clonés; Us sont stockés dans une banque génomique en attente d'études
ultérieures. fi serait probablement judicieux de reprendre des recherches sur la
comparaison génomique des 2 Picomavirus des Notodontidae T. rujisquamata
et E. pergrisea.
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Fig. 2 : Suspension purifiée du virus à ARN de 40 nm de diamètre de P. laufella, examinée au
microscope électronique après contraste négatif au phosphotungstate de sodium
(Grossissement x 87 500)
P16
Mise en évidence de nouveaux virus à ARN chez Pteroteinon laufella Hewitson
(Lepidoptera Hesperidae), défoliateur du palmier à huile en Côte-d'Ivoire
s. Herder, G. Fédière, K.N. Kouassi, X. Lery,
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Mise en évidence de nouveaux virus à
ARN chez Pteroteinon laufella
Hewitson (Lepidoptera Hesperidae),
défoliateur du palmier à huile en
Côte-d'Ivoire
Discovery of new RNA viruses in Pteroteinon
laufella Hewitson (Lepidoptera Hesperidae), an oil
palm leaf eater in the Ivory Coast
S, HERDER(1), G, FEDIERE(1), K,N, KOUASSI(1), x, LERy(1), R. KOUEVIDJIN(1), R, PHILlPPE(2), D, MARIAU(2)
Résumé - Parmi les principaux défoliateurs du palmier à huile
en CÔte-d'Ivoire, une espèce, P,ero,eillon laufel/a pullule fréquem·
ment et il est alors nécessaire d'intervenir à l'aide d'insecticides
chimiques. Pendant les pullu lations de celle espèce. des cas de mor-
talité naturelle dQs à des microorganismes, notamment des virus, se
manifestent dans les populations à forte densité. Deull nouveaux vi-
rus icosaédriques et non enveloppés à ARN, l'un de 40 nm de dia-
mètre et l'autre de 30 nm de diamètre, ont été isolés. La capside du
virus de 40 nm est constituée de 3 types de protéines. dont une ma·
jeure d'un poids moléculaire de 53.000 daltons et de 2 mineures d'un
poids moléculaire de 65.000 et 34.000 daltons. Leurs propriétés hio-
physiques, biochimiques et immunologiques ne permeltent pas nc·
tuellement de les rapprocher véritahlement d'une aulre fnmille de
virus à ARN.
Mots clés. - Pleroleinon laufel/a, Lepidoptera, entomopatho-
gène, virus à ARN, palmier à huile, CÔte·d'ivoire.
INTRODUCTION
La culture industrielle des palmacées, en particulier celle
du palmier à huile et du cocotier revêt une importance éco-
nomique croissante dans les zones intertropicales du globe.
Le développement de la culture de ces oléagineux (environ
15 millions d'hectares) s'est accompagné de la colonisation
de ces nouvelles niches écologiques par un grand nombre
d'insectes ravageurs.
Tous les organes de la plante peuvent être attaqués, mais
la plupart des espèces vivent cependant aux dépens des
feuilles juvéniles ou déployées.
La lutte biologique, à partir de microorganismes et en parti-
culier à l'aide de virus, est une alternative à la lutte chimique
presqu'exclusivement employée jusqu'à présent.
Sur le palmier à huile, en Côte-d'Ivoire, d'autres vinls enta-
mopathogènes ont déjà été décrits: un Densavirus chez Cas-
phalia extranea (Fédière, 1983, 1991), un Picornavirus
(Fedière, 1983, 1990) et un Baculovirus (Kouassi et al.,
1991) chez Latoia viridissima, enfin un Picornavirus chez
Turnaca rufisquamata (Fedière et al., 1992).
(1) Laboratoire d'Entomovirologie ORSTOM BP V 5 J Abidjan (Côte·
.d'Ivoire)
(2) CIRAD-CP • BP 5035 • 34032 Montpellier Cedell (France)
Abstract. - Among Ihe main ail palm leaf ealers in Ihe Ivory
Coasl, Ihere are frequenl oUlbreaks of one species. Pteroteinon
laufella, againsl which chemical inseclicides have la be used.
Dl/ring oUlbreaks of Ihis species. cases of nalural dealh due la
microorganisms, parlicularly viruses. occur in high density popula·
lions. Two new RNA icosahedral viruses wilhoul an envelope have
beell isolaled, one 40 nm in diameler and Ihe olher 30 nm in dia·
meler. The capsid of Ihe 40 nm v/rus is composed of Ihree types of
proleills, one major wilh a molecu/ar weighl of 53.000 da/Ions and
IWO minor wilh a molecular weighl of 65.000 and 34.000 dallons
respeclively. Given Iheir biophysical. biochemical and immunolo·
gical pmperlies, il is cl/rrenl/y impossible la real/y liken Ihem la
anolher RNA virus family.
Key words. - Pteroteinon laufella, Lepidoplera. entomopalho·
gen. RNA virus, oil pa/m. Ivory Coasl.
INTRODUCTION
The ,commercial cultivation of palms. particularly ail
palm and coconut, is taking on increasing economic impor-
tance in the intertropical zones ofthe world. Development of
the cllitivation of these oil crops (arollnd 15 million hec-
tares) wellt hand in hand with tIze colonizatio/l of these new
ecological /liches hya large number of insect pests,
Ali the organs ofa plant can he attacked, but most species
live offjuvenile or Jully opened leaves.
Biological control. using microorganisms and particu-
larly viruses. is an alternative to chemical control. which
has been used almost exclusively until now.
On oil palm in the Ivory Coast, other entomopathogenic
vi/'//ses have already been described: a Densovirus in
Casphalia extranea (Fedière, 1983, 1991), a Picornavirus
(Fedière, 1983, 1990) and a Baculovirus (Kouassi et al.,
1991) in Latoia viridissima. and finally a Picornavirus in
Turnaca rufisquamata (Fedière et al., 1992).
(/) Enlomoviroiog)' Laboralory. ORsrOM. BP v 51 Abidjan (Ivory
Coast)
(2) CIRAD·CP . OP 5035 - 34032 Monlpel/ier Cedex (France)
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C'est dans le cadre de ce programme d'identification de
nouveaux virus entomopalhogènes que se situe noire élude
de viroses chez le Lépidoplère Hesperidae Plero/I'inon lau-
fel/n Hewilson. Ces viroses engendrent des mortalités natu-
relles lors de pullulations de ces insectes en plantations.
MATERIEL ET METHODES
Le matériel vivant
Les larves du Lépidoptère Hesperidae Pleroleinon laufella
(p.L) apparaissent régulièrement en pullulation dans les pal-
meraies industrielles du sud de la Côte-d'Ivoire (Fig. 1).
L'adulte est un papillon diurne au corps robuste, de taille
moyenne (5 à 6 cm), aux ailes relalivement petites, de colo-
ration souvent rouge-orangée maculées de sombre ou noires
maculées de blanc (Mariau et ni., 1981) (Fig. 2).
Les chenilles ont été récoltées sur la plantation de palmier
à huile de La Mé puis disposées dans des boîtes aérées et
transportées jusqu'au laboratoire.
FIG. 1. - Larves de Pteroteinon lal/j_I/a en fin de développement.
(Final·instar Pleroleinon taufe\la larva_)
Techniques de pathologie expérimentale
La recherche et l'isolement du virus se sont failS en
plusieurs étapes. Après observation des anomalies de
comportement et des mortalités des larves, des contrôles en
microscopie à comraste de phase de froltis d'hémolymphe,
de tissu adipeux, d' hypoderme et d' inlestin moyen onl été ef·
feclués. Les broyats de larves malades ont été observés en
microscopie électronique.
Les chenilles présumées saines sont regroupées par 2)
dans des cages en tulle, ct infeclées per os par oadigconnage
des folioles de palmiers à l'aide de broyats de larves ma-
lades.
Techniques de purification des virus
Les larves infectées sont broyées dans du tampon phos-
phate 0.5 M contenant 0,08% de désoxycholate de sodium,
pH 7,4. Le broyat est filtré sur mousseline. clarifié (5.000 g)
puis mis au culot par ultracentrifugation à 145.000 g pendant
2 heures. Le culot est repris dans du tampon el dispersé par
ultrasonicalion. Après une nouvelle clarificlltion le surna-
geanl est déposé sur un gradient de densité de saccharose 15
- 45 % (en poids) et centrifugé à 100.000 g pendant 2 heures.
Le tracé absorptiométrique du gradient est obtenu à 260 nm
à l'aide d'un spectrophotomètre. La suspension virale puri-
fiée est conservée en tampon phosphate.
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Our s/udy of virus disenses in Pleroleinon laufella Hewit-
son Lepidop/'era Hesperidae fits into this programme to
identify new l'ntomojJathoRenic viruses. These virus




The larvae of Pteroteinon laufella Lepidoptera Hespe-
ridae (PL) regularly appear in outbreaks in the commer-
cial oil plantations in the southern Ivory Coast (Fig. 1). The
adult is a diurnal moth with an average sized, thick body (5
to 6 cm). with relatively smalJ wings, often orangey-red with
dark spots. or black with white spots (Mariau et al., 1981)
(Fig. 2).
The caterpillars were collected in the La Mé oil palm plan-
tation th en placed in aerated boxes and transported to the
laboratory.
FIG. 2. - Papillon adulte - (A duit moth)
Experimental pathology techniques
Finding and isolating viruses is carried out in several
stages. After observing abnormal behaviour and morta/iry
in the larvae, smears of haemolymph, adipose lissue, hypo-
dermis and middle intestine are examined under a phase-
contrast microscope. Liquidized diseased larvae were then
ohserved under an electron microscope.
Caterpillars n.l'Sumed 10 he healthy were placed in Rroups
of 25 in net clIRe.l· ond infected peroraI/y, by daubing oil
palm leaflets with the liquidized diseased larvae.
Virus purification techniques
The infected larvae were liquidized in a 0.5 M phosphate
huffer containing 0.08% of sodium desoxycholate, pH 7.4.
The resu/ting j7uid was then filtered through muslin. clari-
lied (5.000 g) and ultracentrifuged at 145,000 g for 2 hours
tf} leave a residue. The residue was returned to the buffer and
dispersed by ultrasound. After further clarification. the
supernarant was placed on a 15-45% (in weight) sucrose
densiry gradient and centrifuged at 100,000 g for 2 hours.
The ahsorptiometric graph of the gradient was obrained at
260 nm using a spectrophotometer. The purified viral sus-
pension was preserved in phosphate buffer.
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Techniques de caractérisation des virus
La structure et la taille des particules virales sont détermi-
nées en microscopie électronique après contraste négatif à
l'acétate d'uranyle à 2%.
Le spectre d'absorption photométrique dans le proche UV
(220 à 320 nm) permet de contrôler la pureté des suspensions
virales ainsi que sa concentration.
La nature de l'acide nucléique du virus a été mise en évi-
dence par dosage co lori métrique. L'ADN est dosé par la
réaction à la diphénylamine (Giles et Myers, 1965) et l' ARN
par la réaction à l'orcinol (Mejbaum, 1939).
Le nombre et le poids moléculaire des protéines virales
ont été déterminés par électrophorèse en gel de polyacryla-
mide-SOS (8%) selon la méthode de Weber et Osborn
(1969). Six protéines de référence ont élé utilisées: la phos.
phorylase b (PM =94.000), la sérumalbumine bovine
(PM =67.000), l'ovalbumine (PM =43.000), l'anhydrase
carbonique (PM =30,000), l'inhibiteur de la trypsine
(PM = 20.100) et la lactalbumine (PM = 14.400).
La caractérisation immunologique des virus s'est faite par
la technique d'immunodiffusion en gel d'agarose (Ouchter-
lony, 1948).
RESULTATS
Symptômes et déroulement de la maladie
Les symptômes de la maladie ont été décrits sur des larves
naturellement contaminées prélevées en plantation ainsi que
sur des larves infectées pel' os au laboratoire.
Les premiers symptômes consistent en une diminution
d'activité et d'appétit des larves atteintes. La prise de nour-
riture s'arrête complètement entre le 1er et le 3ème jour de
contamination. Le tégument des larves initialement vert pâle
devient jaune puis marron, le corps devient alors très nas-
que. Avant la mort, des sécrétions [males el buccales s'écou-
lent, marquant des altérations notables du lube digesli r.
Les mortalités ont été comparées chez les larves des deux
types précédemment décrits (Tabl. 1). Après une semaine
d'observation, la mortalité atteint 82 % chez les premières et
95 % chez les larves infectées expérimentalement, la mala-
die se propageant rapidement dans les cages.
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Virus characterization techniques
The structure and size of the viral particles were determi-
ned u,!der an electron microscope following negative con-
trastill8 with 2% uranyl acetate.
The photometric absorption spectrum in the near UV
rallge (220 to 320 nm) was I/sed to check the pI/rit)' and con-
centration of the viral suspensions.
The natl/re of the nucleic acid in the virus was determined
by colorimetric quantification. DNA was ql/antified by reac-
tion with diphenylamine (Giles and Myers. /965) and RNA
hy reaction with orcinol (Mejbaum. /939).
The lIumher and mo/ecu/al' weiRht of the viral proteins
\Vere delerl1lilled hy eleclrophoresÎ.\' in polyacrylamide-SDS
gel (8%) using Ihe Weher and Oshorn method (/969). Six
reference proteins were I/sed: phosphory/ase b (MW =
94.000), bovine serl/m a/bI/min (MW =67.000). ova/bumin
(MW= 43.000), carbollicanhydrase(MW= 30.000). trypsin
inhihitor (MW = 20,100) and lacta/bl/min (MW = 14,400).
/mlllunologicai characterizalion was carried out using the
agar ge/ iml1lullodiffusion technique (Ouchter/ony. /948).
RESULTS
Disease symptoms and development
The disease symptoms were described on natllrall)' conta-
minated larvae taken from the plàlltation, and on larvae in-
fected perorally in the laboratory.
Thefirst symptoms were a reduction in the activiry and ap·
petite of infected larvae. which st'opped feeding complete/y
hetween the Ist and 3rd day after contamination. The inte·
Rument of the larvae. which was ini/ially pale green, turned
yellow. Ihen brown and Ihe body hécame very jlaccid. Before
dealh Ihere were secretions from Ihe anus and moulh, indi·
calill/: nowlJle. alleralions in Ihe'di/:eslive luhe.
DeMh l'ales \Vere cO/llpared for Ihe Iwo differenl !ypes of
/arl'ae previous/y described (Table 1). After a week's obser-
vations. the death l'ale reached 82% in the natllra/ly infecled
/arvae and 95% in the experimenlally infecled /arvae. and
the disease spread rapidly in the cages.
TABLEAU 1. - Mortalité cumulée chez des larves de p, ù1IIfella. - (Cum/llated mortality in P.laufeUa larvae)
Nombre de jours après mise en observalion








250 larves infectées pel' os









250 larves récoltées en plantalion











Les virus de P. laufella apparaissent au microscope élec-
tronique, sous forme de panicules icosaédriques sans enve-
loppe, mesurant 30 et 40 nm de diamètre (Fig. 3).
Le rapport D0260/D0280 de la suspension purifiée du vi·
rus de 40 nm est de 1,40.
L'acide nucléique constituant les génomes des deux virus
s'avère être un ARN : réaction positive à l'orcinol el néga-
live à la diphénylamine. De plus, un passage sur gel d'aga·
rose du génome complet du virus de 40 nm conrirmc cc
résultat.
L'analyse ues protéines capsidaircs uu virus ue 40 nl11 par
électrophorèse fait apparaître trois protéines (PY l, PY2,
PY3) dont une majeure (PY2 : PM = 53.000 daltons) et deux
mineures (PY! et PY3 : PM = 65.000 et 34000 dallons).
Les parenlés immunologiques pouvant exister entre les vi-
rus de P. laufel/a et quelques virus à ARN déjà caractérisés
ont été recherchées: le Picornavirus de Laroia viridissima
(Fedière, 1983), le virus de Teinorhyncha umbra (Fédière,
1985 a), le Picomavirus de Teleogryllus oceanicus (Crpv) el
le virus de Turnaca rufisquamara (Fédière, 1992). Un antÎ-
sérum de lapin a été préparé par injection d'une suspension
contenant les deux virus de P. lat/fella (celui de 40 nm et ce-
lui de 30 nm non caractérisé). Ce sérum a réagi avec les deux
antigènes homologues en donnant deux arcs de précipitation,
alors qu'aucun arc n'a été observé entre cet antisérum et les
autres virus testés (Fig. 4). Ce résultat suggère l'absence de
parenté antigénique entre les virus de P. 1{{lIfel/a Cl les virus
déjà connus au laboratoire.
DISCUSSION ET CONCLUSION
L'ensemble des résultats présentés ci-uessus conuuil à
considérer les virus de 30 et 40 nm de diamètre isolés chez
Preroreinon laufella comme des virus icosaédriques à ARN,
qui. par leurs propriétés biophysiques, biochimiques et im-
munologiques ne permet pas de les rapprocher véritablement
d'une autre famille de virus à ARN (Mallhews, 19R2).
Les tests de palhogénici té au laboratoire révèlent le carac-
tère hautement pathogène de ces virus, capables de déclen-
cher des mortalités en conditions naturelles. Ceci nous
permet de fonder des espoirs pour son utilisation future en
lutte biologique (Philippe, 1986).
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Virus characterization
Under rhe elecrron microscope. P. laufella viruses appea-
red :as icosahedral parric/es wirhour envelopes, measuring
30 and 40 nm in diamerer (Fig. 3).
The D0260:D0280 rario of rhe 40 nll1 punfied virus sus-
pension was 1.40.
The nuc/eic acid making up rhe genomes ofrhe rwo viruses
proved ro be an RNA: posirive reacrion ro orcinol and nega-
rive ro diphenylall1ine. Moreover. .l'wirchinx rhe whole Xe-
1I01l/(' oI rhe 40 nm virus ro uxar Xl'I con{irmed rhi.\· re.l'tllr.
Llecrrophort'fic unalysis oI rhe cupsit! proreins of rhe 40
nll1 virus revealed rhree proreins (PVI. PV2, PV3), one ma-
jor (PV2:MW = 53.000 dalrons) and IWO minor (PVI and
l'V3: MW = 65,000 and 34,000 dallons respecrively).
Any immunological relalionships Ihal mighr exisr berween
rhe P. laufella viruses and afe ..•.. already characleri~edRNA
viruses were sought: rhe Picornavirus ofLatoia viridissima
(Fedière, 1983), the virus of Teinorhyncha umbra (Fedière.
1985a), rhe Picornavi rus of Telegry Ilus oceanicus (Crpv)
and Ihe virus of Turnaca rufisquamata (Fedière. 1992). A
rabbir anriserum was prepal'et! by injecling a suspension
conraining the Iwo P. laufella viruses (Ihe 40 nm one and Ihe
non-characrerized 30 nm one). This anriserum reacled wirh
rhe IWO homologous anrigens, giving rwo pl'ecipilarion arcs,
whereas no arc was seen belween rhis anriserum and rhe
olher viruses lesred (FiR. 4). This resulr sURge.l'/s Ihol Ihere
is no anrigenic relarionship beIWeen rhe P. laufella viruses
ant! viruses already known in rhe laborarory.
DISCUSSION AND CONCLUSION
Ali rhe above resulrs lead ro Ihe 30 and 40 nlll dialllerl.'l'
virllses isolaret! from Pteroteinon laufella being considered
as RNA icosahedral viruses, which, Riven rheir biophysical,
hiochemical and immunoloRical properlies. cannor really he
likened ro anorher RNA virus family (Mallhews, J982).
Parhogenici/)' lesls in Ihe laborarory revealed rhe highly
pathogenic na/ure of these viruses, which are capable of
rl'iggering dearh under nalural condirions. This pro l'ides
hope for rheir fUlure use in biological control (Philippe,
1986).
flG,3, - Observation en microscopie ékclronlque. après colorai ion nég~live. d'une ,u,pen,;on COnlen~n1 les deux lypes de panicuk, '·irales de 30 et 40 nm
de diam~lre de Plero/eilloll lalliella (la barre roprésonle 100 nm) - (OhUfI'allOlI IIl1der Ihe elfl'lrolllllicrosC'fJpe. afIN lIegatil'f Hailling. of a SII.lpfllSion cOlllainins
IWo type.l ofPlerol~inon laufella viral parrides JO alld 40 1111I ill dialIIflU - .lcale bar rrpreUIII.I /00 IIm)
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FIG, 4, - Caract~risalion immunologique des virus de P. lallftlla par im-
munodiffusion en gel d'agarose. - (/II/II/IIIlOlogical characrai~arion oflhe
P. laufella l'in/ses hy imnFflIIodi/flls;on in agar gt/)
PL : sU~Jl("n~i()n "OIHenanl les 2 virus tic P. lou/l'lia
(.H'.~/){·1/sinll (fJ",ailling rire 2 P. laufetla \'if/ufs)
LV: Pil,:nrna\"i ru:-. de I.a'nia l'Ïridis.fima
(Picnnf(l\'irus ni LJI01:l viridissima)
TO . Pit·om:.l\'irus de Telengr:'!llts ()cean;ClIJ
(P;Corl1fH';nU of Teleogryllusoceanicu!i:J
TU : Viru' de Ttinnrhyncha lImbra
(Vints ofT(:inorhyncha umbra)
: Anli ...érum de lapin anli·viru .... de P. lau/t'lia
(P. laufclla {lnti-l'iflO' (,,"hi' (1lIIi.H'rum)
....... Arc d~ rrécipilalinn
lPri'l"ÎJ'i/{)fjoll (ln:)
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RESUMEN
Puesta en evidencia de nuevos virus de ARN en Pteroteinon laufeUa Hewit-
son (Lepidoptera Hesperidae) defoliador de la palma aceitera en Costa de
Marfil
S. HERDER. G. FEDIERE, K.N. KOUASSI. X. LERY, R. KOUEYIDlIN, R, PHILIPPE,
D. MARIAU. Oléaginellx, 49,1994. N"2, p. 43-47.
Entre los principales defoliadores de la palma aceitera en Costa de Marfil una especie,
P!eroleinon lallfel/a pulula rrccuentemenle y en lai casa resulla precisa intervenir mediame
insecticidas qufmicos. Duranle las pululaciones de esta especie, casos de mortandad natural
causa<.los por microorganismos, espccialrnenle virus. se maniriestan en las poblaciones de
ruerte densidad. Se aislaron dos nuevos virus ieosaedrico.' de A RN desnudados. uno de 40 nm
de diametro y cl otro de 30 !lm de di amClro. La capsida dei virus de 40 nm eSla constituida
por 3 lipos de protcfnas. de ellas unn mayor de un peso molecular de 53.000 daltones y dos
menores <.le un peso molecular de 65.000 y 34.000 dallOnes. No permiten sus propiedades bio-
ffsicas, bioqufmicas e inmunol6gicas compararJas verdaderamente con olra familia de virus
de ARN en la aClualidad.
Palabras claves. - Preroreinon lallfel/a, Lepid6plera, entomopat6geno. virus de ARN. palma
aceitera. Cosla de Marril
Mise en évidence de nouveaux virus à
ARN chez Pteroteinon laufella
Hewitson (Lepidoptera Hesperidae),
défoliateur du palmier à huile en
Côte-d'Ivoire
Discovery of new RNA viruses in Pteroteinon
laufella Hewitson (Lepidoptera Hesperidae), an. oil
palm leaf eater in the Ivory Coast
S, HERDER(1), G, FEDIERE(1), K.N, KOUASSI(1), x, LERy(1), R, KOUEVIDJIN(1), R, PHILlPPE(2), D, MARIAU(2)
Résumé - Parmi les principaux déFoliateurs du palmier il huile
en Côte-d'Ivoire, une esp~ce, Pleroleilloll lat/fel/a pullule Fréquem-
menl ct il estlliors nécessaire d'intervenir il l'aidc d'inscctieides
chimiques. Pendant les pullulations de celle esp~ce, des cas de mor-
talité naturelle dQs à des microorganismes, notamment des virus, sc
manifestent dans les populations il forte densité. Deux nouveaux vi-
rus icosaédriques et non enveloppés à ARN, l'un de 40 nm de dia-
mètre et l'autre de 30 nm de diamètre. onl été isolés. La capside du
virus de 40 nm est constituée de 3 types de protéines, dont une ma-
jeure d'un poids moléculaire de 53.000 daltons et de 2 mineures d'un
poids moléculaire de 65.000 et 34.000 daltons. Leurs propriétés bio-
physiques, biochimiques et immunologiques ne permellent pas ac-
tuellement de les rapprocher véritablement d'une autre famille de
virus il ARN.
Mots clés, - Pleroleinon laufel/a, Lepidoptera, entomopatho-
gène, virus à ARN, palmier à huile, Côte-d'Ivoire.
INTRODUCTION
La culture industrielle des palmacées, en particulier celle
du palmier à huile et du cocotier revêt une importance éco·
nomique croissante dans les zones intertropicales du globe.
Le développement de la culture de ces oléagineux (environ
15 millions d'hectares) s'est accompagné de la colonisation
de ces nouvelles niches écologiques par un grand nombre
d'insectes ravageurs,
Tous les organes de la plante peuvent être attaqués, mais
la plupart des espèces vivent cependant aux dépens des
feuilles juvéniles ou déployées.
La lutte biologique, à partir de microorganismes et en parti-
culier à l'aide de virus, est une alternative à la lutte chimique
presqu'exclusivement employée jusqu'à présent.
Sur le palmier à huile, en Côte·d'Ivoire, d'autres virus ento-
mopathogènes ont déjà été décrits: un Densovirus chez Cas-
phalia extranea (Fédière, 1983, 1991), un Picornavirus
(Fedière, 1983, 1990) et un Baculovirus (Kouassi el al.,
1991) chez Laloia viridissima, enfin un Picornavirus chez
Turnaca rufisquamata (Fedière el al., 1992).
(1) Laboratoire d'Enlomovirologie ORSTOM BP V 51 Abidjan (CÔte-
d'Ivoire)
(2) CIRAD-CP - BP 5035 - 34032 Montpellier Cedex (France)
Abstract. - Among Ihe main ail palm leaf ealers in Ihe Ivory
Coasl. Ihere are frequenl oUlbreaks of one species, Pteroteinon
lauFella, a/: (1 in,\'1 which chemical inseclicides have la he used.
During Olilbreaks of Ihis species, cases of nalural dealh due la
microorganisms, particularly viruses, occur in Mgh density popltia-
lions. Two new RNA icosahedral viruses wilhoUI an envelope have
been isolaled, olle 40 nm in dia me1er and Ihe olher 30 nm in dia-
meler. The capsid of Ihe 40 nm virus is composed of Ihree types of
pro/eins. one major wilh a molecular weighl of 53,000 dallons and
Mo minor wilh a molecular weighl of 65.000 and 34,000 dallons
respeclively. Given Iheir biophysical, biocllemical and immunolo·
gical properlies, il is cllrrently impossible la reaUy liken Ihem la
ano/her RNA virusfami/y.
Ke)' words. - Pteroteinon laufella, Lepidoplera, enlomopalho-
gen, RNA virus, ail palm, Ivory Coasl. .
INTRODUCTION
The commercial cultivation of palms, particularly oil
palm and coconut, is taking on increasing economic impor.
lance in the intertropical wnes ofthe world. Development of
the cll/livalion ofthese oil crops (around 15 million hec·
tares) weill hand in halld IVith the colonizalioll of these new
ecological niches by a large number of insect pests.
Ail the organs ofa plant can be attacked. but most species
live offjuvenile or fully opened leaves.
Biological control, using microorganisms and parlicll-
lar/y viruses, is an alternative to chemical control. which
has been used almost exclusively until now,
On oil palm in the Ivory Coast, other entomopathogenic
viruses have already heen described: a Densovirus in
Casphalia extranea (Fedière, 1983, 1991). a Picornavirus
(Fedière, 1983, 1990) and a Baculovirus (Kouassi et al.,
1991) in Latoia viridissima, and finally a Picomavirus in
TI/maca rufisql/amata (Fedière et al., 1992),
(1) Enlomovirolog)' Laboralory, ORSTOM, BP V 51 Abidjan (lvor)'
Coast)
(2) CIRAD·CP· OP 5035 - 34032 Mon/pellltr Cedex (France)
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C'est dans le cadre de ce programme d'idenlification de
nouveaux virus entomopathogènes que se situe notre étude
de viroses chez le Lépidoptère Hesperidae PlefOleilloll lall-
fella Hewitson. Ces viroses engendrent des morlalités natu-
relles lors de pullulations de ces insectes en plantations.
MATERIEL ET METHODES
Le matériel vivant
Les larves du Lépidoptère Hesperidae Pteroteinon laufella
(P.L) apparaissent régulièrement en pullulation dans les pal-
meraies industrielles du sud de la Côte-d'Ivoire (Fig. 1).
L'adulte est un papillon diurne au corps robuste. de taille
moyenne (5 à 6 cm). aux ailes relativement petites, de colo-
ration souvent rouge-orangée maculées de sombre ou noires
maculées de blanc (Mari au et al., 1981) (Fig. 2).
Les chenilles ont été récoltées sur la plantation de palmier
à huile de La Mé puis disposées dans des boÎles aérées et
transportées jusqu'au laboratoire.
FIG. I. - Larves de PrerOlelnon lallfella en fin de développemenl. -
(Final·insrar Ptcroteinon laufella larvae)
Techniques de pathologie expérimentale
La recherche el l'isolement du virus se sont faits en
plusieurs étapes. Après observation des anomalies de
comportement et des mortalités des larves, des contrôles en
microscopie à contraste de phase de rrollis d'h.émolymphe,
de tissu adipeux, d'hypoderme et d'inlestin moyen onl élé ef-
fectués. Les broyats de larves malades onl été observés en
microscopie électronique.
Les chenilles présumées saines sont regroupées par 25
dans des cages en tulle, et infectées pel' os par badigeonnage
des folioles de palmiers à l'aide de broyats de larves ma·
lades.
Techniques de purification des virus
Les larves infectées sont broyées dans du tampon phos-
phate 0,5 M contenant O,OS% de désoxycholale de sodium.
pH 7,4. Le broyat est filtré sur mousseline. clarifié (5.000 g)
puis mis au culot par ultracentrifugation à 145.000 g pendant
2 heures. Le cu lot est repris dans du tampon et dispersé par
ultrasonication. Après une nouvelle clarification le surna-
geant est déposé sur un gradient de densité de saccharose 15
- 45 % (en poids) el centrifugé à 100.000 g pendant 2 heures.
Le tracé absorptiométrique du gradient est obtenu à 260 nm
à ('aide d'un spectrophotomètre. La suspension virale puri-
fiée est conservée en tampon phosphate.
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Our sludy of virus diseases in Pteroteinon laufella Hewit-
son Lepidoptera Hesperidae fits into this programme to
idelllify lleH' elltomopathogellic l'irllses. These virus




The larvae of Pteroteinon laufella Lepidoptera Hespe-
ridae (P.L.) regularly appear in outbreaks in the commer-
cial ail plantations in the southern Ivory Coast (Fig. 1). The
adull is a diurnal math with an average sized, thick body (5
ta 6 cm). with relalively .l'mali wings, oflen orangey-red with
dark spots, or black with white spots (Mariau et al., 1981)
(Fig. 2).
The caterpillars were co/lected in the La Mé ail pa lm plan-
tation then placed in aerated boxes and transported ta the
laboratory.
FIG. 2. - Papillon adulte - (Adult morh)
Experimental pathology techniques
Finding and isolating viruses is carried out in several
.l'taRes. After observing abnormal behaviour and morta/ity
in the larvae. smears of haemolymph, adipose tissue, hypo-
dermis and middle intestine are examined under a phase-
contrast microscope. Liquidized diseased larvae were then
observed under an electron microscope.
Caterpillars assumed ta be healthy were placed in groups
of 25 in net cages and infected perorally, by daubing ail
palm leaflets with the liquidized diseased larvae.
Virus purification techniques
The infected larvae were liquidized in a 0.5 M phosphate
buffer containinR 0.08% of sodium desoxycholate, pH 7.4.
The resulling fluid was then filtered through muslin, clari-
fied (5,000 g) and ultracentrifuged at 145,000 g for 2 hours
ta leave a l'l'sidue. The residue was retumed ta the buffer and
dispersed by ultrasound. A/ter further clanfication, the
supernatant was placed on a 15-45% (in weight) sucrase
dell.\'ity 8radienl and centrifuged at 100.000 g for 2 hours,
The absorp·tiomelric graph of the gradient was obtained al
260 nm using a spectropholomeler. The purified viral sus-
pen.\'ion wa.l· pre.l'erved in phosphate buffe l',
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Techniques de caractérisation des virus
La structure et la taille des particules virales sont détermi-
nées en microscopie électronique après contraste négatif 11
j'acétate d'uranyle à 2%.
Le spectre d'absorption photométrique dans le proche UV
(220 à 320 nm) permet de contrôler la pureté des suspensions
virales ainsi que sa concentration.
La naturc de l'acide nucléique du virus a été misc en évi-
dence par dosage colorimétrique. L'ADN est dosé par la
réaction à la diphénylamine (Giles et Myers, 1965) et l' ARN
par la réaction à l'orcino! (Mejbaum, 1939).
Le nombre et le poids moléculaire des protéines virales
ont été déterminés par électrophorèse en gel de polyacryla-
mide-SDS (8%) selon la méthode de Weber et Osborn
(1969). Six protéines de référence ont été utilisées: la phos-
phorylase b (PM = 94.000), la sérumalbumine bovine
(PM = 67.000), l'ovalbumine (PM = 43.000), "anhydrase
carbonique (PM = 30.000), l'inhibiteur de la trypsine
(PM = 20.100) et la lactalbumine (PM = 14.400).
La caractérisation immunologique des virus s'est faite par
la technique d'immunodiffusion en gel d'agarose (Ouchter-
lony, 1948).
RESULTATS
Symptômes et déroulement de la maladie
Les symptômes de la maladie ont été décrits sur des larves
naturellement contaminées prélevées en plantation ainsi que
sur des larves infectées pel' os au laboratoire.
Les premiers symptômes consistent en une diminution
d'activité et d'appétit des larves atteintes. La prise de nour-
riture s'arrête complètement entre le 1er et le 3ème jour de
contamination. Le tégument des larves initialement vert pâle
devient jaune puis marron, le corps devient alors très flas-
que. Avant la mort, des sécrétions anales et buccales s'écou-
lent, marquant des altérations notables du tube digestif.
Les mortalités ont été comparées chez les larves des deux
types précédemment décrits (Tabl. l). Après une semaine
d'observation, la mortalité aneint82 % chez les premières et
95 % chez les larves infectées expérimentalement, la mala-
die se propageant rapidement dans les cages.
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Virus characterization techniques
The structllre al/d size of the viral particles were determi-
I/ed IInder an electron microscope followinf? ne/?ative con-
tra.l'ting with 2% uranyl acetate.
The phOlometric absorption spectrllm in the near UV
range (220 to 320 nm) was IIsed to check the pllrit)' and con-
centration of the viral Sllspensions.
The IUI1llre of the nucleic acid in the virus wa,\' determined
hy colorimetric quantification. DNA was qllantified by reac-
tion with diphenylamine (Giles and Myers, 1965) and RNA
by reaction witl! orcinol (Mejballm, 1939).
The number and molecular weight of the viral proteins
lI'ere determined by electrophoresis in polyacrylamide-SDS
gel (8%) IIsing the Weber and Osborn method (1969). Six
reference proteins were used: phosphorylase b (MW =
94,000), bovine serum albumin (MW = 67,000), ovalbumin
(MW = 43.000), carbonic anhydrase (MW= 30.000). trypsin
inhibitor (MW =20,100) and lactalbumin (MW =14.400).
lmmunological characterization was carried Ollt IIsing the
agar gel immllnodiffusion technique (Ouchter/ony, 1948).
RESULTS
Disease symptoms and development
The disease symplOms were described on natl/rally conta-
minated larvae taken from the plantation. and on lan/ae in-
fected perorally in the laboratory.
Thefir.l't ,\·ymptom.l' were a red~ction in the activity and ap-
petite of infected larvae, II'hich .l'fopped feeding completely
between the lst and 3rd day after contamination. The inte-
gument of the larvae, which was' initiaity pale green, tIIrned
yeltow, then brown and the body became veryflaccid. Before
death there were secretions from the anlls and molllh. indi-
cating notable alterations in t/le 'digestive tIIbe.
Death rates were compared for the two different types of
larvae previollsly described (Table 1). After a week '.1' obser-
vations. the death rate reached 82% in the naturally infected
larvae and 95% in the experimental/y infected larvae, and
the disease spread rapidly in the cages.
TABLEAU I. - Mortali~é cumulée chez des larves de P. kmfella. - (Cumulated mol1ality in P.laufeUa larvae)
Nombre de jours après mise en observation








250 larves infectées pel' os









250 larves récoltées en plantation











Les virus de P. laufella apparaissent au microscope élec-
tronique, sous forme de panicules icosaédriques sans enve-
loppe, mesurant JO et 40 nm de diamètre (Fig. J).
Le rapport D0260fD02XO de la suspension purifiée du vi-
rus de 40 nm est de 1,40.
L'acide nucléique constituant les génomes des deux virus
s'avère être un ARN : réaction positive à l'orcinol el néga-
tive à la diphénylamine. De plus. un passage sur gel d'aga-
rose du génome complet du virus de 40 nm confirme ce
résu Ital.
L'analyse des protéines capsidaires du virus de 40 nm par
électrophorèse fait apparaître trois protéines (py l, PY2,
PY3) dont une majeure (PY2 : PM = 53.000 daltons) et deux
mineures (PY 1 et PY3 : PM = 65.000 et 34.000 dallons).
Les parentés immunologiques pouvant exislerentre les vi-
rus de P. laufella et quelques virus à ARN déjà caractérisés
ont été recherchées: le Picornavirus de Laloia viridissima
(Fedière, 1983). le virus de TeinorhVl/cha /IInhra (Fédière,
1985 a), le Picornavirus de Teleogn"/II/s nceollicl/s (Crpv) et
le virus de Tumaca rufisquomala (Fédière, 1992). Un anti-
sérum de lapin a été préparé par injection d'une suspension
contenant les deux virus de P. laufella (celui de 40 nm et ce-
lui de 30 nm non caractérisé). Ce sérum a réagi avec les deux
antigènes homologues en donnant deux arcs de précipi tation,
alors qu'aucun arc n'a été observé entre cet antisérum et les
aulres virus testés (Fig. 4). Ce résultat suggère l'absence de
parenté antigénique entre les virus de P. IOl/rello el les virus
déjà connus au laboratoire.
DISCUSSION ET CONCLUSION
L'ensemble des résullats présentés ci-dessus conduit à
considérer les virus de 30 et 40 nm de diamètre isolés chez
Pteroleinon laufel/a comme des virus icosaédriques à ARN,
qui, par leurs propriétés biophysiques, biochimiques et im·
munologiques ne permet pas de les rapprocher véritablement
d'une autre famille de virus à ARN (Matthews, 1982).
Les tests de pathogénicité au laboratoire révèlent le carac-
tère hautement pathogène de ces virus, capables de déclen-
cher des mortalités en conditions naturelles. Ceci nous
permet de fonder des espoirs pour son utilisation future en
lutte biologique (Philippe, 1986).
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Virus characterization
Vllder Ihe electron microscope, P. laufella l'irl/ses appea-
red as icosahedral parlicles wilhnul envelopes, measuring
30 olld 40 nlll in diameler (Fig. 3).
The D0260:D0280 rafin of fhe 40 nm purified virilS sus·
pensinn was 1.40,
The nucleic acid moking up fhe Renomes nffhe fWO virllses
p,cJ\'N} ro he (.III RNA: posilive reacfinn 10 orcillol alld lIego-
lil'e fO diphenylamine. Moreover. swifching Ihe whole ge·
nnllle nf Ihe 40 nm virus 10 agar gel confinned Ihis resull.
Eleclrophorelic analysis of Ihe capsid proleillS of Ihe 40
nm virus revealed Ihree proleins (PV 1. PV2, PV3), nne ma·
jnr (PV2:MW = 53,000 dallons) and rwo minor (PVI and
PV3: MW = 65,000 and 34,000 dallons respecfively).
Any immunological relalionships Ihal mighl exisl belween
Ihe P. laufella viruses and afew already characlerized RNA
\'iruses were soughl: Ihe Picnmavirus of Latoia viridissima
(Fedière, 1983), the virus of Teinorhyncha umbra (Fedière,
1985a), Ihe Picornavirus of Telegryllus oceanicus (Crpv)
and Ihe virus of Tumaca rufisquamata (Fedière, 1992). A
rabbil anliserum was prepared by injecling a suspension
conlaining Ihe IWO P. laufella viruses (Ihe 40 nm one and Ihe
non-characlerized 30 nm one). This anliserum reacled wilh
Ihe {\Vo 11Omologous anligens, giving Iwo precipitalion arcs,
""hereas no arc was seen bellveen Ihis anliserwn and Ihe
olher l'iruses leSled (Fig. 4). This resull suggesls Ihal Ihere
is no (.Inligenic relalionship berween Ihe P. laufella viruses
and viruses (.Ilre(.ldy known in Ihe lahoralOry.
DISCUSSION AND CONCLUSION
AI/lhe above resulls lead 10 Ihe 30 and 40 nm diallleler
l'iruses isolaled from Pteroleinon laufella being cOllsidered
as RNA icosahedral viruses, which, given Iheir biophysical,
hiochemical and immunoiogical properries, cannol really be
Iikened 10 anolher RNA virus family (Malthews, 1982).
PalhngenicilY lesls in Ihe iaboralory revealed Ihe highly
palhngenic nalure of Ihese viruses, which are capable of
Iriggering dealh under nalurai condilinns. This provides
hnpe for Iheir fUlure use in biological conlrol (Philippe.
1986).
•.;IL ~_ .';....
'" , • - ".. ",-.. Jt.it~...-.; r":' -
.. .,.. r "," "..~
" ~-.
1"
FIG.J. - Observation en micro~copie éleclronlqu~. i"ll"rès c;,:oloratl011 nég:lli\'(', d'un~ suspension cont~nanl les d~u\ typ~~ de panil'lil~~ vlraks de JO ('t ~O nlll
de diamètre de Plu()/eillon Illufella (la barre représenle 100 nm) - (Oh ..enal;oll /llIder Ihe elec/mlllllirm.• rope. afrer lIega/il'e stailling. ofa "/lspellsioll rOIl/Qillill.~
IwO types of Pteroleinon laufella viral partic/es 30 alld 40 11111 in dialllel" - .•rale bar repreullrs 1001lm)






FIC;. 4. - Caratl~rÎ~a1i()n immunologlquc des virus tic P. Inu/el/a par im·
rnunouiflusi\)n -:n gl"1 d·agarose. - (Imml/l1ologicnl chnrno('ri:alion 0/1he
p, lallfl~ll:l \,ifllJfJ hy ;mnrllllodi/jusjo1! in ngnr gel)
1'1. : "1I'l'l OIl:'> 1011 {'oull'Ilalll k" ~ vin,,, de l', 11111/"'10
f,\ïi.1Pfll'îÙJl/ ("(1111l1;n;ng rh,- l P. lauklli.l I"/ru.\"("JJ
LV . Pil'orna\'iru ... <-il- IAltO/ll \'iridi,liJima
(Picol'II{/r;rtIS nI Laloin. \'iridis~imJ)
TO : Pirorna\';rll~ dt' Ti'fi'ogr.\'I1/1,( nrcnlflCIIS
(P,conlnl'irus of Telc()gr)'llu~()ceanlcu!\J
TU: Viru, Je Tein(Jrhyncha umhru
(Vjl'f/.\ o(Teinnrhvnl:hJ umhraJ
, Anlisér'um de lap'in antl-virus de P, lal/jefla
IP, laufella mlli·virus rabbit alltiserum)
-+ : Arc dc précipitation
(Precipitation arc)
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RESUMEN
Puesta en evidencia de nucvos virus de ARN en Pteroteinon laufella Hewi(-
son (Lepidoptera Hesperidae) defoliador de la palma aceitera en Costa de
Marfil
S. HERDER. G, FEDIERE. K.N, KOUASSl, X, LERY. R, KOUEVIDJIN. R, PHILIPPE.
D, MARIAU. Oléagine/l.T. 49. 1994. N°2. p, 43-47,
Entre los principales defoliadores de la palma aceitera en Cosla de Marfil una especie.
Plero/einon lall/elln pululn frccucntemenle y en la' casa resuita precisa intervenir mediante
insecticidas qufmicos, Duranle Jas pululaciones de esta especie. casos de monandad natural
causados por microorganismos. especialmente virus. se manifiestan en las poblaciones de
fuerte densidad, Se aislaron dos nuevos virus icosaedrfcos de ARN desnudados. uno de 40 nm
de diametro y el Olro de 30 nm de diamelro, La capsfda dei virus de 40 nm eSla conslituida
por 3 tipos de protefnas, de ellas una mayor de un peso molecular de 53,000 dallones y dos
menores de un peso molecular de 65,000 y 34.000 dailones. No permilen sus propiedades bio·
l'fsicas. bioqufmicas e inmunol6gicas compararlas verdaderamente con otra familia de virus
de ARN en la actualidad.
Palabras claves, - Pleroleillon lau/l'lia. Lepid6ptera. entomopal6geno. virus de ARN. palma
aceitera. Cosla de Marfil
Fig. 3 : Suspension purifiée du picornavirus d'E. pergrisea examinée au microscope
électronique après contraste négatif au phosphotungstate de sodium
(Grossissement x 74 000)
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ABSTRACT
Kanga, L. and Fediere, G., 1991. Towards integrated control of Epicerura pergrisea (Lepidop-
tera:Notodontidae), defoliator of Terminalia ivorensis and T. superba, in the Côte d'Ivoire. For.
Ecol. Manage., 39: 73-79.
The commercial plantations of Terminalia spp. in the Côte d'Ivoire are periodicalty defoliated by
caterpillars of Epicerura pergrisea Hampson. The insect damage significantly decreases the yield of
plantations. Two insecticides were tested with satisfactory results. Within 24 h of application, deca-
methrin (trade name Decis) at a concentration of9.6 g a.i. ha-
'
and hydrogenoxalat ofthiocyclam
(trade name EvisëcfS) at a concentration of 300 g a.i. ha -1 caused 99% and 94% Jarval mortality,
respectively. Also, these caterpillars showed susceptibility to an endemic virus disease in field popu-
lations. A natural epizootic was observed and extracts of dead larvae indicated the presence of smalt
isometric RNA virus of 30 nm diameter. The pathogenicity tests in laboratory (per-os infection)
indicated 60% 1arval mortality after one week and 100% mortality after 14 days of infection. This
virus is a very promising control agent for use in an integrated control program against E. pergrisea.
INTRODUCTION
The Forest Service for Large-Scale Planting (SODEFOR) of the Côte d'I-
voire has reported periodic defoliations of plantations of framiré (Termina-
lia ivorensis Chev.) and of fraké (T. superba Engl. and Diels) 'since 1984.
These two tree species are now the major ones used in reforestation; there-
fore, insect damage has important economic implications. ln 1977, SODE-
FOR started large-scale planting for economic purposes. Monocultures were
established in open areas after site preparation as follows: clearing the natural
stand with bulldozer; buming; raking; planting. More than 22 000 ha of Ter-
minalia (fraké, 17000 ha; framiré, 5000 ha) have been planted at a density
0378·1127/91/$03.50 © 1991 - Elsevier Science Publishers B.V.
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Fig. 1. Termina/ia il'orensis defoliated by caterpillars ofEpicerura pergrisea in the Côte d'Ivoire.
of 700 trees ha - 1. Expected productivity is 10m3 ha - 1 year- 1 of wood. The
plantations are severely defoliated (Fig. 1) by caterpillars and, consequently,
may decrease their yield by 3 m 3 ha -1 year- I (Kanga, 1988). Several species
of caterpillars infest these plantations, but the most serious defoliator is Epi-
cerurapergrisea Hampson (Notodontidae) (Fig. 2); (Kanga, 1985; Mallet,
1985).
We report, the result of field trials with two commercial insecticide formu-
lations, Decis and Evisect S, to control E. pergrisea, and the laboratory path-
ogenicity tests of a virus that occurs in field populations of this insect in Côte
d'Ivoire (Fediere et al., 1985).
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Fig. 2. Last-instar larvae of Epicerura pergrisea (4,5 cm length).
MATERIALS AND METHODS
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Chemical application in the field
The experiments were conducted in December 1986 in the Terminalia
plantation (5000 ha) in Mopri. An estimated 1500 ha were defoliated by third-
and fourth-instar larvae ofE. pergrisea. The chemicals were tested in a 3-year-
old plantation (plot No. 22). Trees of this plot are less than 5 m high. Trees
to be treated were marked and plastic sheets were placed under each. Deca-
methrin (Decis), a pyrethrenoid insecticide, was tested at concentrations of
2.4,4.4,7.2,9.6 and 12 g a.i. ha- I . Evisect S (50% hydrogenoxalat ofthio-
cyclam) was applied at concentrations of 50, 100, 300 and 400 g a.i. ha- 1.
Four trees were sprayed with each dosage of the chemicals and two trees served
as controls.
A 10-1 atomiser with a discharge of 2.91 min - 1. and a range of 4.5 m height
was used for insecticide application. .
Larval sampling to determine effectiveness was done for each treaÙ~d tree
at 5 h, 12 h, and 24 h after treatment.
Pathogenicity tests ofRNA virus
Dead infected larvae ofE. pergrisea were collected from Terminalia at Mo-
pri in December 1985 and were stored at - 30°C. Extracts of insect for infec-
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tivity assays were prepared by homogenizing the infected larvae in 0.05M
Tris Buffer (T.B.), pH 7.8, containing 0.5% sodium dodecyl sulfate. The ex-
tract was squeezed through cheesec10th and the emulsion centrifuged at 8000
g for la min. The supernatant Ouid was kept and the pellet re-extracted twice
by sonication in T.B. The resulting supernatants were mixed and the virus
was pelleted by centrifuging at 145 000 g for 1 h 30 min at 4oc. The pellet
was allowed to resuspend overnight in small volumes ofT.B. in the ratio of 1
ml to 5 g infected larvae. This suspension, which contained a small isometric
Fig. 3. Electron micrograph of the negatively stained isometric RNA virus panicJes in Epicerura
pergrisea larvae. Scale bar= 300 nm.
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RNA virus of 30 nm in diameter (Fig. 3; Fediere et al., 1987) was used for
pathogenicity tests in laboratory.
Caterpillars ofE. pergrisea were collected in the field at Mopri in December
1987 and reared in the laboratory. They were divided into groups of 50 indi-
viduals, placed into rearing cages, and fed with leafbuds of Terminalia.
A per-os infection of 1250 larvae was done by spreading the viral suspen-
sion onto Terminalia leaflets.
RESULTS AND DISCUSSION
Chemicalfield trials
Decis and Evisect S were applied at the same time on third- and fourth-
instar larvae of E. pergrisea in the field. Percent mortality recorded 5, 12 and
24 h after treatment was calculated as the ratio of the number of dead cater-
TABLE 1
Mortality ofthird- and fourth-instar larvae ofEpicerura pergrisea on trees sprayed with Decamethrin
in Côte d'Ivoire in 1986 .
Dosage Numberof MortaJity' (%) @xh after treatment:
(g a.i. larvae
ha- I ) 5 12 24
0.0 1922 0 2 7
2.4 2166 37 46 57
4.8 3095 57 66 86
7.2 3650 64 72 93
9.6 2817 71 88 99
12,0 3234 95 98 100
"Adjusted by Abbol's formula.
TABLE 2
M01;tality ofthird- and fourth-instar larvae of Epicerura pergrisea on trees sprayed with hydrogenox-
alal ofthiocycJam in Côte d'Ivoire in 1986
Dosage Numberof Mortality" (%) @xh after trealment:
(g a.i. larvae tested
ha- I ) 5 12 24
0 1922 0 2 7
50 2778 25 36 45
100 1865 54 65 78
200 3435 61 73 90
300 3014 73 84 94
400 3538 76 88 97
"Adjusted by Abbot's formula.
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TABLE 3
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EfTectiveness of isometric RNA virus in the laboratory on Epicerura pergrisea















pillars to the total number of caterpillars found on the treated tree (Tables 1,
2). The insecticide Decis caused insect mortality within 5, 12 and 24 h after
treatment. At the concentrations of 4.8 and 9.6 g a.i. ha-l, the larval mortal-
ities after 24 h were 86% and 99% respectively. These results agree with those
obtained by Philippe ( 1986), who reported that total mortality of caterpillars
of Turnaca rufisquamata (Notodontidae) on Alaeis guinensis was reached at
a concentration of 8-10 g a.i. of decamethrin ha-1. Fourcaud (1986) re-
ported 95.7% larval mortality of Lymantria dispar at a concentration of 5 g
a.i. of decamethrin.
Good efficacy was achieved with Evisect S at a concentration of 100 g a.i.
ha -\, with 78% larval mortality of E. pergrisea 24 h after treatment. A total
of 99% mortality was reéorded when hydrogenoxalat of thiocyclam was used
at a concentration of400 g a.i. ha- 1. Similar results were obtained by Philippe
( 198~), who reported total control of T. rufisquamata larvae when Evisect S
was applied at a rate of 150-200 g a.i. ha-1.
Pathogenicity tests ofRNA virus
This test was performed with 1250 infected larvae of E. pergrisea and 1347
larvae as controls. In the laboratory, the isometric RNA virus caused high
larval mortality (Table 3). One week after infection, larval mortality reached
60%, and 100% within two weeks.
Larval mortality recorded in the controls was caused by infection of these
larvae, by virus or other disease, before they were collected.
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CONCLUSION
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The results of the field trials reported here indicate that chemical control
using Decis and Evisect Scan protect Terminalia plantations from E. pergri-
sea attack. However, these chemicals have broad-spectrum insecticidal activ-
ity, and lead to envirorimental contamination and ecological disturbance.
Therefore, it seems better to develop a viral biological insecticide which is
selective and not a pollutant, and may be effective for more than one year.
The tests of pathogenicity of the viral suspension of E. pergrisea in the lab-
oratory indicate acceptable pathogenicity. It is desirable to use the virus in an
integrated control program, but it is still necessary to establish the LDso for
the host insect, and to determine the host range of the virus. Small-scale field
trials with the virus seem to be the appropriate next step.
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III. Le Picomavirus de Teinorhyncluz umbra, Limacodidae défoliateur du
bananier
La coopérative des planteurs de bananiers de la vallée du Niéky nous
.signala les ravages causés régulièrement par une chenille défoliatrice que
nous avons identifié comme étant le Limacodidae Teinorhyncha umbra.
L'élevage en masse de ce ravageur dans des conditions de stress au laboratoire
a déclenché l'apparition d'une épidémie dont l'agent pathogène était un virus
(Fig. 4). ,La particule virale, icosaédrique, mesure 30 nm de diamètre, avec un
génome' à ARN. Des comparaisons sérologiques ont fait apparaître des
parentés immunologiques de ce virus avec le Picomavirus de L. viridissima.
Des tests de pathogénicité ont mis en évidence la forte virulence de cette
souche virale (Fédière et Monsarrat, 1985). De nombreux aspects originaux
de ce Picomavirus restent à approfondir.
CONCLUSIONS
Les travaux présentés dans ce chapitre illustrent à la fois la grande
diversité des principaux ravageurs des cultures perennes en Côte d'Ivoire et la
présence systématique d'un ou plusieurs virus, de type nouveaux pour la
plupart, qui leur sont associés. La diversité des modèles mis à jour nous laisse
penser que l'analyse approfondie de leur génome, entreprise avec les
nouvelles techniques de biologie moléculaire, doit aboutir à la caractérisation
de nouvelles familles de virus.
Les différents essais de traitements à base de biopesticides viraux,
menés au sein de biotopes stables comme ceux des plantations de palmiers à
huile ont montré l'efficacité de certaines souches virales, renforcée par leur
pouvoir rémanent.
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Fig. 4 : Suspension purifiée du picornavirus de T. umbra examinée au microscope
électronique après contraste négatif au phosphotungstate de sodium
(Grossissement x 110000)
Fig. 5 : Suspension purifiée du densovirus de M. loreyi examinée au microscope
électronique après contraste négatif au phosphotungstate de sodium
(Grossissement x 120000)
CHAPITRE II : ETUDE DES ENTOMOVIRUS ASSOCIES AUX
RAVAGEURS DE CULTURES ANNUELLES
ENEGYPTE.
Introduction
A l'exception de certaines espèces inféodées au cotonnier, l'exploration
et l'inventaire des infections virales chez les ravageurs des autres cultures
annuelles majeures restaient à faire en Egypte, pays qui représente une plaque
tournante entre l'Mrique Sub-saharienne et le bassin méditerranéen et
constitue, de ce fait, une zone particulièrement intéressante d'interpénétration
de l'entomofaune de ces deux régions.
Notre choix s'est porté sur les Graminées vivrières et en particulier sur
le maïs. Ce dernier représente la troisième plante cultivée dans le monde, en
importance, après le blé et le riz, avec près de 480 millions de tonnes de
grains produits. n est cultivé aussi bien en zone tempérée, que tropicale, et
l'Egypte représente une zone d'excellence pour la maïsiculture en Mrique du
fait de son climat intennédiaire. Cette culture céréalière est la plus importante
du pays, où elle correspond à une première nécessité, aussi bien pour l'homme
que pour les animaux. Le maïs couvre 840 000 hectares en Egypte et ce pays
est d'ailleurs le premier au niveau du continent africain pour le rendement
avec 5,4 tonnes/hectare et le deuxième pour la production, avec 5,3 millions
de tonnes. Environ 2 millions de tonnes sont importées annuellement, pour
une consommation nationale atteignant 7 millions de tonnes.
Du fait, de surfaces cultivables restreintes, nécessitant une intrication et
succession de cultures toute l'année, et d'une démographie galopante,
l'environnement et la santé humaine sont directement menacés en Egypte par
l'utilisation massive et abusive des insecticides chimiques. C'est pourquoi la
recherche de stratégies alternatives à la lutte chimique, en particulier celles
faisant appel à la lutte microbiologique contre les insectes ravageurs, est
vivement souhaitée par les services de protection des végétaux.
1. Les viroses des insectes défoliateurs des graminées cultivées
L'agrocénose maïs en Egypte était un domaine d'excellence pour
développer un programme de lutte microbiologique par entomovirus contre
les insectes ravageurs pour plusieurs raisons spécifiques:
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- Dans les programmes de lutte intégrée contre les ravageurs du maïs en
Egypte, les potentialités de l'entomovirologie n'avaient pas été prises en
compte, d'où le rôle inovateur d'un tel programme.
- L'agrocénose maïs est un carrefour d'insectes ravageurs foreurs et
défoliateurs importants.
- Les foreurs les plus importants pour une culture donnée, tels que S.
cretica (Noctuidae) et O. nubilalis (Pyralidae) pour le maïs, C. agamemnon
(Pyralidae) pour le riz et la canne à sucre, sont secondaires pour les autres
cultures.
- Les défoliateurs M. loreyi (Noctuidae) et Spodoptera littoralis
Boisd.(Noctuidae), secondaires pour le maïs, sont majeurs pour d'autres
cultures, en particulier pour le cotonnier, vis-à-vis duquel, S. littoralis est une
véritable calamité.
- Contrairement à d'autres ravageurs, les foreurs et défiolateurs du maïs
effectuent tous les stades de leur développement dans la plante-hôte qui peut
héberger simultanément les larves des trois espèces mineuses et deux espèces
défoliatrices. Cette particularité biologique peut avoir un fort impact sur la
dynamique des populations et l'épidémiologie virale, notamment sur la
persistance et les possibilités du passage des virus d'une espèce à une autre.
A partir de ces éléments et comme il est bien admis que les virus
indigènes sont préférables à ceux introduits, les travaux se sont déroulés selon
plusieurs étapes incontournables: découvrir les virus présents chez les
ravageurs, les caractériser, étudier leur mode d'action, déterminer les
candidats possibles à l'utilisation, procéder aux études de terrain touchant à la
dynamique des populations, à l'épidémiologie, et enfin, démarrer l'étude des
essais de traitement sur le terrain.
A • Le Densovirus de Mythimna loreyi
1 • Mise en évidence et caractérisation
Le Lépidoptère M. loreyi est un défoliateur secondaire du maïs
en Egypte, mais il est reconnu important pour le sorgho et toutes les
graminées vivrières en Afrique de l'Est. A partir de larves infectées, récoltées
dans les champs de maïs de la Station Agronomique Expérimentale de
l'Université du Caire à Giza en août et septembre 1993, nous avons isolé un
Densovirus chez cet insecte. La suspension virale qui a été purifiée en
décembre 1993 constitue la souche virale d'origine. Cette souche, dénommée
MlDNV (M. loreyi Densonuc1eosis Virus), a été amplifiée sur des larves de
l'espèce hôte, maintenues en élevage au laboratoire sur tiges de maïs., Ce
travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (P21); nous n'en
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ABSTRACT
A new Densonucleosis vims was isolated from the maize wonn.
Mythimna(o, Leueania) loreyi Dup..) in Egypt. This virus may play an
important role. as a rcgulating factor of pest populations. The virus has
icosahedral non-cnveloped particles of 25 nm in diameter. The virions of
/I.~vthimna loreyi Densovims (MIDNV) contained 4 structural proleins with
molecular weights of 41 000.. :nooo. 6:l0()O and 91000 daltons. respcctively.
The size of the DNA 1Il0lecllie which composes the viral genome was
estimated to bc 5950 bases. Southern hybridii'.ation and ELISA tests revealed a
relationship betwe.en AlIDNV and both Galleria mel/one/la DNV and Junonia
eoenia DNV. but failed to reveal any homology with Casphalia exlranea
DNV. Restriction proliles of the MIDNV DNA showed essential differcnces
betwcen MIDNV and GmDNV as weil as with JcDNV.
Il is suggested that MIDNV is a member of the Densovi rus genus
(Parvoviridae famil)').




Densonuclcosis Viruses (DNVs) are small icosahcdral DNA viruses.
20 to 25 nm in diameter isolated from several spcc.:ies of insccts. mainly
Lepidoptera. where they produce highly contagious lethal diseases (Meynadier
el al.. 1964; Tijssen and Arella. 1991). Their capsid contains 4 polypeptides
(Tijssen el al., 1976) and their genome is a single-stranded Iincar DNA
molecule. 5-6 KHobases (Kb) in length (Barwise and Walker. 1970; Jousset el
al.• 1990). Owing to their properties. DNV's have been c1assified within the
genus Densovirus of the Parvoviridae family (Francki el al.• 1990).
The present work records, for the first time in Egypt, a virus isolated
from the maize wom•• Mylhimna loreyi Dup. (Noctuida). The work is a part of
a prograrn concerning the interrelationship between corn pests and thcir
complex of viral discases. The objective is to select pathogenic viroses which
could be proposed as biological control candidates. Thcrefore. two new viroses
infecting the most important corn borer in Egypt. Sesamia crelica
(Lepidoplera. Nocluidae) were recently isolated. The first is a small RNA
virus belonging to family Picorn'lviridae (Fcdiere el al.. 1991 a). and the
second is a Granulosis virus from family Baeuloviridae (Fcdiere el al.. 1993).
This baculovirus is already includcd in the research strategy.
The present investigation aims to characterize a new Densovirus
recorded in M. loreyi designated M. lorcyi Densonucleosis Virus (MIDNV).
MATERIALS AND METHODS
The Virus isolate:
Virus was purified from naturally infected larvae of M. loreyi.
collected from maize fields at the Western Farrn of Cairo University.
AgrieuJtural Experimental Station. Giza. in Septembcr. 1993. This virus
isolate was propagated in laboratory reared larvae ofM.loreyi. infected per
os . The viral suspension is available at the Entomovirology Laboratory.
Faculty of Agriculture. Cairo University.
Three other Densoviruses were used for the comparison: G.me//one//a
DNV and J.coenia DNV (from Prof. Max Bergoin. Molecular Virology
Laboratory, INRA-CNRS Research Station of St. Christol-Les Ales. France).
and c.extranea DNV (from ORSTOM collection).
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Virus Purification:
The infecled larvae were homogenized in Tris (O.05M)-SOS (0.06%)
buffer, pH 7.8 . Afier filtralion lhrough checse clolh and clarificalion
(9,OOOg.5min), lhe virus was concenlraled by high speed cenlrifugalion (Ti.55
Bcckman rolor, 40.()()O rpm.2h). The viral pellels. resuspcnded in Tris
(0.05M.pH7.8) bufTer \Vere dispersed by ultrasonicalion and lhen clarified
(9,OOOg. 5min). The resulling supcrnalanl, conlaining virus particles. was
layered onlo a 15-45% sucrose gradienl prepared in Tris bufTer and
cenlrifuged (SW28 Beckman rolor,27.000 rpm, 2h30). The virus band was
collecled and lhe purified virus particles were then concentralcd as above and
slored al-20°C in Tris buffer: ..
Electron microscopy:
Purified viral suspension was negalively slained wilh 2% uranyl
acelale. pH7.4.
Spectrophotometric measurements:
U. V. absorption of purified virus was examined lhrough wavelenglhs
belween 320 and 220nm. The average ralio of oplical densilies al 260 and
280nm was measured.
Electrophoresis of the viral pr~teins:
Molccular weighl and number of proleins were assessed by comparing
lheir eleclrophorelic mobililies in 9% polyacrylamide gels according lo Weber
and Osborn (1969) with lhose of slandard marker proleins (Pharmacia).
Extraction and analysis of \'ir~1 nucleic acid:
The eXlraclion of nucleic acid from lhe purified virus was carried oul
using lhe procedure of Fediere el al.. (1991 b). The nucleic acid precipilale \Vas
resuspended in Tris bufTer and lhe puril)' and concenlralion of lhe SOlulio.n
checked by UV speclropholOmell)', The puriried suspension \Vas digesled by
both ONase and RNase lhen eleclrophoresed lo reveallhe nalure of the nucleic
acid.
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Reltrictioo enzyme digestioo aod elcctrophoresis of the viral DNA:
The DNA was digested with the following endonucleases: Bam HI,
Bgl Il, Eco RI, Hae Il, Hind Il, Kpn 1and Pst 1. under conditions spccilied by
·the suppliers (Boehringer). The digested fragments were analyscd by
eIcctrophoresis on horizontal 1% agarose gel. The gel was visualised and
photographed on a UV Iransilluminator. The siz.c of the DNA fragments was
estimated by comparison wilh standard marker DNA (Bochringer).
Nucleic probe and blot h)'bridization:
The digoxigenin-Iabelled MfDNV DNA probe was applicd according
to the protocol recommended by the suppliers (Boehringer). The dot blot
method was applied to delerrnine the probe title and for deteeting homology
between the MfDNV DNA. the JcDNV DNA (Jousset et al.. 19911), the
GmDNV DNA (Joussel el al.,1990)and the CeDNV DNA (Fediere el al..
1991a).
Antisera and ELISA test:
Antisera were prepared in rabbits according to Fediere el al.. (1990).
The indirect method of ELISA lest "Enzyme Linkcd Iml1\uno Sorbent Assay" .
using the alkaline phosphatase was conduc!ed ac.;cording to Kelly ('1 ni..
(1978).
RESULTS AND DISCUSSION
Examination of purified "iral suspension by electron microscopy
revealed large number of icosahedral non-envelopcd particles of 25 nm 111
diameter (Fig. 1). Ali lhe virions were identical in shape and sil.e. Few
particles were interiorly slained by uranyl acetale shomng the nral cnpsld
U. V. extinction spectra of the viral suspension showed a maximum
absorption at 260 nm and a minimum at 240 nm. which characterize the viral
nucleoproteins. The average ratio of eXliuclion at 260 nm 10 1.hàt al 2811nm .
was 155.
Eleclrophoresis of viral proteins revealed one major band (VN) with
molecular weight of 41 Kd as weil as three minor bands with molecular welght
of 53 Kd (VP3), 63 Kd (VP2) and 91 Kd (VPI) (Fig.2). These values are
closely related to those of sOllle ùtller Denso\'iruses, espcciall)' with JcDNV
and GJ'nDNV (Table 1).
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Table (1): Comparison of size (in kd) of the capsid proteints of MlDNV,
Je DNV, Gm DNV, Ce DNV and Hm DNV.
JeDNV (lm DNV CeDNV Hm I>NV
Proteins MIDNV (Fcdicrc. (Kcll)' et (Fedierc, (Naka-I!:lIkJ&h:lIWa-
1983) ul.1980) 1983) se 19110)
VPI 91.000 101.000 107.000 82.000 n.ooo
VP2 63.000 68.000 71.000 74.000 70.000
VP3 53.00() 58.000 6 \.000 54.000 57.000
VP4 41.0110· 49.000· 43.()()0· 49.000· 50.000·
• =Major prolein
EXlractcd nucleic acid. digesled by both DNase and RNase and then
elecrophoresed re~'eaJed the resislance 10 RNase which prove Ihe DNA nalure
of the viral genome. DNA eXlraction from DNV virions in high salt bufTer
produced the fomlalion of one double-stranded molecule. The average size of
this DNA molecule was estimaled 10 be 5.95 kb. The viral genome was c1eaved
with 7 endonucleases. MfDNV DNA had no reslriclion site for Kpn 1. The
enzymes Bgl Il and PsI 1clcaved the MfDNV DNA once: the others. Bam HI..
Hind Il. Hac Il and Eco RI. Iwice. The sizes of Ihe reslriclion fragments of the
.\ffDNV genome are shown in Table (2). This reslri::tion profile showed
esscnlial difTerences "'ilh Ihe ./cDNV. (;IIlDNV and CeDNV genomes (Table
2) and suggests that MfDNV is a new member of the gcnus Denso\'irus.
Table (2): Comllarison of number and size (in Kb) of the restriction
fragments from the genomic DNA of MI DNV, Je DNV, Gm DNV
and Ce DNV.
JeDNV DNA GmDNV CeDNV DNA
Em:y- MlDNV (Jousset DNA (Fediere
mes DNA et ul.1990) (Jousset et al.1991a)
et al. 1990)
I\on 1 l\es ses :'\es :'\es
BI!III 4.60. 1.3~ ses J ~R: 1..17;0.9U Nes
lIu 11 3.38;2 04;O.~3 535 ;0.50 ~es ses
Bam III ~.35;0 ..10; 0..10 5.2~;0 JI; (J.21) 5.25.0..1 1;U.29 l"CS
llind 11 4.78; 0.62; 0.55 3.45; 1.35; I.U5 4.20; \.20 :0.45 1.61l;1 43 :1.13:0.66
Eco RI 4.10;1.55; O.JU 3.50; 1.50; 0.55: 0.30 4.05:1.50; 0.30 3.49; 0.~8; O.~ 1: 0.32
PSI 1 3.75 ;2.20 ~es Nes Nes
Nes =No c1e3v3ge sile recogni7.ed by the enzyme.
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Dot blot hybridization revcaled relationships between MfDNV DNA.
GmDNV DNA and JcDNV DNA. but failed to reveal any homology with
CeDNVDNA
ELISA test was conducted with MfDNV rabbit antiserum against
GmDNV. JcDNV and CeDNV. Strong serological relalionships were observed
between the first three DNV·s. but a wcak rclationship was revealcd with
CeDNV.
Different characteristics indicate thatthere are atlcast two groups of
DNVs. The first group. with àgenome length averaging 6Kb and the profile of
structural proteins in 4 weil separated polypeptides. is representcd by GmDNV
and JcDNV. The second group. with a genomic size of about 5 Kb and the
profile of structural proteins separatcd in Iwo groups of two proteins. square
with CeDNV and Bombyx mari DNV (Bando el al.. 1987). The different
relationships between MIDNV and both JcDNV and GmDNV. and the lack of
homology with the member of the second group. may rellect its closeness to
the first group. MI DNV was assumcd the causal agent of the frcquent disease
outbreaks occurring among M. loreyi stock culture in the laboratory.
However, further investigations are required to study the virulence as weil as
the host range ofMfDNV. espccially on the corn pests. Fundamemal sludies
are nccessary for a beuer understanding of the Illolccular biology of this virus.
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Fig. (1) : Electron micrograph of purificd suspension of Ml DNV staincd by uranyl acclale(X 180,(00)
... :' .
Fig. (2) : Electrophorelic analysis of MIDNV polypeplides in 9% polyacrylamide-SDS gel.
Lane A: MlDNV
Lane B : Protcin stand:mls : plJosphorylasc (MW:l)4.00(». hovinc senlill aibulllin
(67.000),ovalbumin (43.000), cnrbonic Hnhytlrase(30.000), Trypsin Înhibitor(2ü. 1(0).
donnerons que les résultats essentiels. La particule virale icosaédrique mesure
25 nrn de diamètre (Fig. 5). La capside du virion est constituée de 4
polypeptides désignés VP1, VP2, VP3 et VP4 dont les poids moléculaires
·.sont respectivement de 91 000, 63 000, 53 000 et 41 000 Daltons. La protéine
de plus faible poids moléculaire (VP4) est majoritaire. L'extraction de l'ADN
d'une suspension de virions en milieu de force ionique élevée met en présence
les molécules monocaténaires et complémentaires, encapsidées séparément en
proportions stoechiométriques, qui s'associent alors pour former des chaînes
bicaténaires. La taille de la forme bicaténaire de l'ADN viral a été estimée par
électrophorèse à 4, 95 +/- 0, 10 Kb, valeur confinnée par le calcul de la
somme des tailles des fragments de restriction. Des profils de restriction ont
été établis pour 7 enzymes, et 10 sites de restriction ont été mis en évidence.
Ces résultats seront repris et complétés plus tard pour établir la carte de
restriction. Enfin, en utilisant une sonde nucléique, selon la technique
d'hybridation de Southem (1975), nous avons décelé des homologies entre
l'ADN du MlDNV et ceux du JeDNV et du GmDNV, mais aucune avec
l'ADN du CeDNV. Ces résultats ont été confirmés par la mise en évidence de
parentés sérologiques entre les protéines capsidaires de ces virus grâce à des
tests RUSA menés selon la méthode indirecte (Kelly et al., 1978). Sur la base
de la structure et de l'organisation de leur génome, une subdivision de la sous-
famille des Densovirinae en 4 genres a récemment été proposée (Tijssen et
Bergoin, 1995). D'après les caractéristiques de son génome et ses homologies
avec le JeDNV et le GmDNV, nous proposons de classer le MlDNV dans le
genre très homogène Densovirus sensu stricto. Suite à cette publication, une
nouvelle série de tests d'hybridation par dot blot a été réalisée pour comparer
l'ADN du MlDNV avec ceux du JeDNV, du AdDNV (Jousset, et al., 1986) et
du AaDNV (Jousset, et al., 1993), ces deux derniers Parvovirus appartenant
respectivement aux genres lteravirus et Brevidensovirus. Ces tests, menés en
hybridant chaque ADN avec les 4 sondes nucléiques préparées avec chacun
des Parvovirus, ont confinné les résultats précédents. L'ADN du MlDNV
préseilte des homologies de séquence avec l'ADN du JeDNV mais n'en
présente pas avec les ADN de I~NVet de l'AaPV, qui appartiennent à des
genres distincts.
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2 • Infection, transfection et production de virions
a. Production sur larves
* Infection des larves
Nous avons pratiqué deux types d'infection : d'une part,
l'infectionper os, d'autre part l'infection par inoculation. L'ensemble des tests
a été mené sur des lots de 50 larves de Sème stade (avant-dernier).
Dans le premier cas, les chenilles de M. Loreyi sont déposées sur
des feuilles de maïs préalablement badigeonnées avec une suspension de
Densovirus purifié à la concentration de 100 Jlg/ml. La tête de l'animal peut
être trempée dans cette suspension. Dans le deuxième cas, l'injection se fait
en piqûre sous-cutanée dans les fausses pattes pour éviter de léser le tube
digestif. Une seringue à tuberculine, munie d'une aiguille fine, montée sur un
microinoculateur à vis micrométrique pennet de délivrer avec précision un
volume de 10 ~arve pour des séries successives de chenilles. Les infections
sont réalisées avec une suspension de Densovirus identique à la précédente,
soit 100 Jlg/rnl.
L'infection per os entraine un taux de mortalité compris entre 75
et 80 % en 10 jours.
Le pouvoir pathogène de ce Densovirus est encore plus élévé
dans le cas des infections par injection pour lesquelles nous avons obtenu en
moyenne 85 % de mortalité en 8 jours. Ce pouvoir pathogène élevé du
MLDNV est un atout dans l'optique de son utilisation future en lutte
biologique.
Des manipulations ont été effectuées en parallèle avec des lots
témoins pour lesquels la suspension virale était remplacée par du tampon Tris
(voir annexe 1). Sur la même durée, la mortalité n'a jamais dépassé 15 % pour
les infectionsper os, et 20 % pour les injections.
*Transfection des larves
Pour les transfections de larves, l'inoculum est constitué par une
solution de 10 ~ d'ADN viral à la concentration de 150 Jlg/ml (i.e. 3
D0260/ml), précipité au DEAE-dextran (2 mg/ml final en tampon TE), soit
1,5 ug/larve. Des essais menés sur. plusieurs lots de 50 larves de Sème stade
ont prouvé l'efficacité de ce mode d'infection puisque nous avons obtenu en
moyenne 80 % de mortalité en 9 jours. Cette souche virale est donc
particulièrement virulente et ces résultats de transfection pourront nous servir
ultérieurement de référence.
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·* Production de virions
Quel que soit le mode d'infection des larves, nous avons cherché
à déterminer la quantité de virions produite par insecte mort au dernier stade
·larvaire (6ème). Ces larves sont de taille homogène et pèsent en moyenne 0, 4
g par individu. Les larves infectées et transfectées sont broyées au potter dans
du tampon Tris-8DS, et les virions sont purifiés selon la méthode exposée en
annexe ll. Les virions sont soumis à 2 cycles de purification afin d'aboutir à
une suspension virale hautement purifiée.
Li suspension virale purifiée. est alors dosée par spectrophotométrie, sa
concentration étant proportionnelle à sa densité optique (DO) à 260 nm. il
faut noter que pour les Densovirus, 1 unité de DO à 260 nm correspond à une
concentration de 100 ~ml de virions. Le spectre d'absorption dans le proche
ultra-violet (220-340 nm) renseigne également sur la pureté de la suspension,
notamment le rapport DO 260/00 280 nm (maximum d'absorption respectif
des acides nucléiques et des protéines). La valeur de 1, 55 que nous avons
obtenue est relativement élevée pour les Densovirus dont la teneur en ADN
est de 35 %. La pureté de la suspension virale fut également contrôlée en
microscopie électronique.
Les calculs que nous avons effectués sur un ensemble de lots,
correspondant à un total de 4 500 insectes, montrent une production par larve,
stable quelque soit le mode d'infection (per os, inoculation, transfection) de 0,
2 ml de suspension virale à 1, 0 DO 260/ml, soit 20 JJg de virus récupéré par
larve. il est à remarquer que la production réelle doit correspondre à une
quantité à peu près double (40 ~arve), mais que nous en perdons la moitié
tout au long des différents étapes de la purification.
b. Infection et transfection en cultures cellulaires
*Repiquage et entretien des lignées
Nous avons utilisé la lignée SPC-Gm 17 de Galleria mellonella
(Quiot, non publié), qui en était à son 141 ème passage et qui est adhérente.
Les repiquages et l'entretien de la lignée cellulaire ont été effectués selon la
technique exposée en Annexe ll.
* Infection des cultures cellulaires
Pour les infections en boîtes de 25 cm2 contenant 2.106 cellules,
1 ml d'une suspension purifiée de MlDNV à 0, 1 00260 en tampon Tris est
additionné à 0, 5 ml de milieu Grace sans sérum, puis filtré sur membrane
millipore de 0, 45 ~, et déposé sur des cellules repiquées depuis 24 heures.
Le virus est laissé au contact des cellules pendant 4 heures en incubation à
93
27°C. La suspension est éliminée et remplacée par 5 ml de milieu contenant
15% de sérum fétal de veau. Les cultures sont remises à incuber à 27°C
pendant 5 à 7 jours. Les symptômes ont fait leur apparition à partir du 4ème
jour après l'infection. De nombreuses cellules gonflent, se détachent du fond
de la boite et finissent par éclater (Fig. 6). Le 7ème jour, les cellules encore
adhérentes ont été décollées et le contenu des boites récupéré. Des tests de
diagnostic par sonde nucléique sur cette suspension se sont révélés positifs et
des observations en microscopie électronique ont montré la présence de
virions intacts (Fig. 7). Le virus a été purifié à partir des cultures infectées
selon la technique exposée en Annexe n, l'ADN viral extrait, et des profils de
restriction ont été établis pour le comparer avec l'ADN de la souche MlDNV
purifiée sur larves. Nous avons constaté une stricte identité entre les 2 lots de
virus. La lignée SPC-Gm 17 représente donc un système pennissif pour la
multiplication de MlDNV en culture de cellules.
*Transfection des cultures cellulaires
Nous avons cherché à obtenir par transfection d'ADN viral, les
mêmes résultats que par infection à partir de virions. Nous avons utilisé la
méthode de transfection par lipofection selon Li et al. (1990), qui dérive de la
méthode de Felgner et al. (1987). Cette technique permet d'enrober l'ADN à
transfecter dans des liposomes, q~ pourront fusionner avec la membrane
cytoplasmique des cellules. L'inoculum est préparé pour une boîte de 25 cm2
de la façon suivante: 4!Jg d'ADN viral ou plasmidique, et 20 J.Ù de liposomes
DOTAP (Boehringer) à la concentration de 1 mg/ml, sont séparément dilués
dans 1,5 ml de milieu de Grace sans sérum, puis mélangés. Les 3 ml du
complexe ADN-liposome sont ensuite déposés sur les cellules préalablement
rincées 2 fois par du milieu de Grace sans sérum et laissés en contact avec les
cellules pendant 6 heures à 27°C. Les liposomes et le milieu de transfection
sont éliminés et remplacés par 5 ml de milieu contenant 15% de sérum fétal
de veau. Quatre jours après la transfection nous avons observé les mêmes
symptômes qu'avec l'infection, et au bout de 7 jours nous avons purifié le
virus. L'analyse du génome a montré que ce virus était identique aux
précédents. La lignée SPC-Gm 17 représente donc un système permissif pour
la multiplication de MlDNV, aussi bien par infection que par transfection des
cellules.
3 • Spectre d'hôtes
Les Densovirus ont un spectre d'hôtes très variable. Le GmDNV
semble être limité à son hôte (Giran, 1966), ainsi que AdDNV et CeDNV qui
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Fig. 6: Cellules de la lignée SPC-Gm 17 de GaIleria mellonella au 141ème passage, 5 jours
après l'infection avec le MlDNV (Grossissement x 500 )
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Fig. 7 : Suspension purifiée de virions du MlDNV provenant d'une multiplication sur la lignée
cellulaire SPC-Gm 17, examinée au microscope électronique après contraste négatif au
phosphotungstate de sodium (Grossissement x 167 000).
semblent être spécifiques (Jousset et al., 1986; Fédière et al., 1990). Les
Densovirus de B. mori (BmDNVl et BmDNV2) semblent être spécifiques à
chaque souche hôte. Même si des travaux d'infections croisées n'ont pas
encore été réalisés, il convient de noter que plusieurs souches de B. mori ne
.sont pas sensibles au BmDNVl, alors qu'elles sont au contraire sensibles au
BmDNV2 (Watanabe et Maeda, 1978; Seki, 1984).
La pathogénicité peut s'étendre à des espèces voisines comme dans le
cas du Densoviros d~edes aegypti pour 8 espèces de moustiques : A vexans,
A geniculatus, A caspius dorsalis, A cantans, A albopictus, Culex pipiens
pipiens, C. pipiens molestus, Culiseta annulata (Lebedeva et al., 1973;
Lebedinets et al., 1978) et dans le cas du Densovirus de Periplaneta
fuliginosa qui s'est avéré pathogène pour trois autres espèces de blattes P.
australasiae, P. brunea et P. japonica (Suto et al., 1979).
Enfin le spectre d'hôtes peut être beaucoup plus large, comme celui de
JcDNV qui est étendu à différents genres appartenant à plusieurs familles de
Lépidoptères Aglais urticae (Nyrnphalidae), Lymantria dispar
(Lyrnantriidae), B. mori (Bombycidae), Mamestra oleracea, M brassicae,
Spodoptera exigua, S. littoralis (Noctuidae) (Rivers et Longworth, 1972;
Longworth, 1978; Diallo, 1978).
Dans le cas du MlDNV, nous avons tenté l'infection de 5 espèces de
Lépidoptères appartenant à 3 familles différentes. li s'agit de Pectinophora
gossypiella Saunders(Gelechiidae), teigne des capsules élu cotonnier, de S.
littoralis , défoliateur polyphage dans toute l'Afrique, mais spécialement du
cotonnier en Egypte et de S. cretica (Noctuidae), foreur principal du maïs,
puis de C. agamemnon , foreur principal du riz et de la canne à sucre, chez
lequel nous avons, depuis, retrouvé le MLDNV infectant des insectes récoltés
en champs (El-Sheikh et Fédière, non publié) et de la pyrale du maïs, Ostrinia
nubilalis (Pyralidae), foreur cosmopolite chez laquelle aucun virus n'a jamais
été décrit, bien qu'elle soit particulièrement nuisible. Le résultat fut positif
dans tous les cas. Toutes ces espèces furent infectées per os, par lot de 50
larves, dans les mêmes conditions que M. loreyi. Pour vérifier que le
MlDNVétait bien à l'origine des mortalités observées, des broyats de cadavres
ont été d'abord testés contre la sonde moléculaire préparée à cet effet (Fédière
et al., 1994) et devant les résultats positifs, les virions ont été
systématiquement purifiés et observés, puis l'ADN viral extrait pour vérifier la
similitude des profils de restriction enzymatique avec ceux de l'ADN de
MLDNV. Ce résultat met en évidence la nature polyspécifique du MLDNV. Ce
large spectre d'hôte est un atout supplémentaire pour une future utilisation de
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ce virus, mais aussi pour une étude fine des bases moléculaires de cette
propriété.
Etant donné que les larves de S. /ittora/is présentent la même sensibilité
au MlDNV que celles de M. /oreyi, elles sont choisies comme hôte de
remplacement, étant d'un élevage plus facile que l'insecte-hôte sur milieu
artificiel, et cela en grand nombre, toute l'année. Cette espèce est maintenue
sur du milieu Poitout (Poitout et Bues, 1970), légèrement modifié: 1700 ml
d'eau désionisée pour 6 g d'agar, 0, 3 g d'acide benzoïque, 0, 4 g de nipagine,
28 g de semoule de maïs, 7, 5 g de levure de bière, 7 g de genne de blé, 1 g
d'acide ascorbique et 0, 28 ml de fonnol. De la même façon, le même insecte
est utilisé sans problème depuis 20 ans pour toutes les études effectuées sur
JcDNV. En effet, l'insecte hôte d'origine de ce Densovirus, J. caenia, n'a
jamais été élevé en Europe.
4 • Inocuité pour les vertébrés
TI est important de mentionner, qu'en dépit d'une forte virulence pour les
invertébrés, les Densovirus ne semblent pas pathogènes pour les vertébrés et
pour l'homme. L'inoculation du GmDNV à des mammifères tels que la souris
et le lapin n'a entraîné aucun effet pathogène (Giran , 1966). TI en est de
même pour le JcDNV, AdDNV, et AedesDNV inoculés à ces animaux en vue
de la production d'immunsérums, comme nous l'avons fait nous-même pour
CeDNV et MlDNV sans jamais observer de pathologies.
5 • Cartographie de restriction du génome de MlDNV
La carte physique du génome du M/DNV a été réalisée après digestions
simples et doubles avec 25 enzymes de restriction.
Les 13 enzymes suivantes ne reconnaissent aucun site de restriction:
Cla l, Dra ID, Eco RV, Kpn l, Mlu l, Nhe l, Not l, Pvu l, Pvu II, SaI l, Sma l,
Sph l, Stu 1 and Xho I. 12 enzymes reconnaissent au moins un site de
restriction sur le génome du MlDNV. Les tailles des différents fragments,
ajustées par rapport à celle de 5,95 kb estimée pour l'ADN natif, sont
mentionnées dans le tableau 1.
Le site de restriction unique Bgl II a été arbitrairement choisi pour
orienter la molécule d'ADN et positionner les fragments les uns par rapport
aux autres. Le grand fragment, intitulé A, de 4600 pb, est situé du côté gauche
et le petit fragment, dénommé B, de 1350 pb, est situé du côté droit de la
molécule.
Nous avons ensuite positionné 15 sites de restriction, générés par 8
enzymes le long du génome entier (Tableau 2).
97
La carte de restriction du génome du MlDNV met en évidence de
nombreuses différences avec celles du JcDNV et du GmDNV (Jousset et al.
.
1990). Cela prouve que nous avons affaire à une nouvelle espèce du genre
Densovirus, voisine des deux espèces précédentes, comme l'ont montré les
homologies observées avec les sondes nucléiques.
Enzyme A B C D E F G
Bglll 4.60 1.35
Pst 1 3.75 2.2
Bamm 5.35 0.30 0.30
Hindll 4.78 0.62 0.5~
HpaI 4.78 0.62 0.27 0.27
EcoR! 4.10 1.55 0.30
Hindill 4.73 1.02 0.2
Haeill 1.76 1.16 0.98 0.68 0.48 0.46 0.4
Haell 3.38 2.04 0.53
XbaI 2.59 1.99 0.69 0.65
Sac 1 3.48 1.29 0.69 0.47
CfoI 2.71 1.07 0.91 0.42 0.34 0.19 0.19
Table 1 : Nombre et taille (en Kb) des différents fragments générés par 12
enzymes de restriction sur la molécule d'ADN du ML DNV
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A B
Bglll 1 1 I
B A




Hindll 1 1-1 I
B CC A
HpaI 1 I-I-I 1
A C B
Eco RI 1 1-1 1
B C A
Hindill 1 1-1 1
A B C
Haell I 1 1 1
Kb
o 1 2 3 4 5 6
Table 2 : Carte de restriction de l'ADN génomique du Ml DNV
6. Clonage du génome de Ml DNV
Dans la perspective de cloner une séquence génomique la plus
complète possible, possédant notamment le même pouvoir transfectant que
l'ADN viral, notre stratégie de clonage a consisté à tenter le clonage du
génome complet du Ml DNV. Nous avons choisi le plasmide pEMBL 19+, .
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d~rivé du pUC 19, qui est un vecteur de clonage possédant, d'une part le gène
de résistance à l'ampicilline (8 lactamase), et d'autre part le gène lac Z
d'Escherichia coli codant pour la 8 galactosidase, dans la séquence duquel a
été inséré, sans rompre le cadre de lecture, un lieur multisite constitué par une
succession de sites de restriction uniques (Fig. 8). Cette disposition permet la
sélection des clones recombinants après insertion de l'ADN viral dans l'un de
ces sites. En effet cette opération détruisant le cadre de lecture du gène lac Z,
il n'y a plus synthèse de 8 galactosidase. En conséquence, les bactéries
possédant un plasmide recombinant, se multipliant sur du milieu nutritif
gélosé contenant le complexe Xgal-IPTG ne peuvent synthétiser de la B
galactosidase et sont donc incapables de cliver l'Xgal pour générer un
chromogène. Les colonies de ces bactéries restent blanches, alors que celles
qui contiennent le plasmide pEMBL 19+ natif sont bleues. La taille de
pEMBL 19+ est de 3960 pb (Viera et Messing, 1982; Dente et al., 1983). Le
plasmide a été amplifié sur la souche bactérienne dIE: coli JM 83 (Yanich-
Peron et al., 1985). Les milieux utilisés pour la culture de bactéries JM 83
sont le milieu LB liquide et le milieu LB solide (voir annexe 1). Pour la
culture des bactéries transformées, on ajoute à ces deux milieux 50 mg/l
d'ampicilline. Du fait de notre incertitude sur l'état des extrémités 3' et 5' de
l'ADN viral complet bicaténaire, nous l'avons réparé avec l'enzyme de
Klenow (grand fragment de l'ADN polyrnérase 1 d'E: coli), qui possède
simultanément une activité 5' - 3' polymérase et 3' - 5' exonucléase. Cette
opération avait pour but d'obtenir un génome à extrémités franches que nous
avons ensuite tenté d'insérer au site Hind II du lieur multisite de pEMBL 19+
par ligation en présence de l'ADN ligase du bactériophage T4. La stratégie de
clonage est exposée dans la Fig. 9.
De son côté, le plasmide, une fois linéarisé par digestion avec Hind II,
est déphosphorylé pour éviter la récircularisation de la molécule. Les détails




















Fig. 8 Schéma du plasmide pEMBL 19+
Les plasmides recircularisés ont servi à transformer des bactéries
compétentes. Après transformation, 29 colonies bactériennes se sont
développées, dont 10 colonies blanches, supposées contenanir des plasmides
recombinants. Les plasmides de chacun des 10 clones ont été extraits par
minipréparation, puis analysés directement par électrophorèse pour comparer
leur taille à celle du plasmide natif. Chaque plasmide recombinant, avait subi
préalablement, afin d'être linéarisé, une digestion par BgI II qui n'a pas de site
de coupure dans pEMBL, mais possède un site unique sur le génome viral.
Sur les 10 colonies recombinantes, une seule renfennait un plasmide paraissant
contenir un insert viral correspondant au génome complet, c'est-à-dire d'une
taille égale ou supérieure à 9,91 Kb (pEMBL 19+ est équivalent à 3, 96 Kb, et
le génome viral est équivalent à 5, 95 Kb). Les autres plasmides contenaient
des inserts de très petite taille qui n'ont pas été pris en compte (fig. 10). Le
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Fig. 9 Schéma de la stratégie de clonage du génome viral complet
du MlDNV
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12, 51 Kb, bien supérieure à la taille attendue de 9,91 Kb, suggérant la
présence d'un fragment complémentaire. n a été analysé en détail grâce à des
digestions simples et doubles par différents enzymes (fig. 11). Le site Pst l,
unique dans pEMBL 19+, et dans le génome de MlDNV, nous a permis dans
un premier temps de déterminer et de comparer les tailles des fragments, et d'
orienter l'insert viral. Cette analyse a confirmé que pMi 9 contenait bien
l'intégralité de pEMBL 19+ (3, 96 Kb), ainsi que le génome viral complet du
MlDNV ~5, 95 Kb), mais qu'il contient en plus, immédiatement adjacent p
l'ADN viral, un autre insert viral complémentaire d'une taille de 2, 60 Kb (Fig.
12). L'insert viral cloné représente donc un total de 8, 55 Kb. n est inséré au
site unique Hind II dans le lieur multisite("polylinker"), si bien que l'on trouve
en amont de la séquence virale, du côté de l'origine de réplication du
plasmide, les sites Hind ID, Sph 1 et Pst l, et en aval de la séquence virale les
sites allant de SalI à Eco RI (voir Fig. 9). Dans pMI 9, le génome complet est
inséré avec le petit fragment Pst 1 (B: 2, 20 Kb) du côté gauche, c.a.d. du côté
du site Pst 1 du polylinker. A la suite du grand fragment Pst 1 (A : 3, 75 Kb)
du génome, se trouve un insert viral de 2, 6 Kb qui correspond à la répétition
des 2 600 premiers nucléotides de la partie gauche du génome, insérés de
manière inversée. La cartographie de l'insert viral complet de pMI 9 est
schématisée dans la Figure 12.
Récemment, nous avons à nouveau tenté, et réussi, le clonage du
génome complet du MlDNV dans pEMBL 19+, au site Hind ll. Deux
nouveaux clones ont été sélectionnés. Chacun contient l'intégralité du
génome, sans fragment complémentaire. Chez le premier plasmide, appelé
pMi 27, le génome est inséré dans le même sens que dans pMi 9, de façon
telle que le petit fragment Pst 1 se trouve du côté du site Pst 1 du multisite.
Chez le deuxième, appelé pMI 28, le génome est inséré en sens inverse. Ces
plasmides ayant été obtenus récemment, nous n'avons pas encore étudié leur
pouvoir transfectant.
Par contre, le plasmide pMi 9 étant bien caractérisé, nous l'avons
utilisé pour transfecter des larves d'insectes et des lignées cellulaires pour voir
si le génome viral qu'il contenait était infectieux. Dans l'affirmative, la souche
virale éventuellement produite serait une souche clonée et non plus sauvage.
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Fig. 10 : Analyse des plasmides recombinants obtenus après le clonage de l'ADN génomique
du MLDNV dans le plasmide pEMBL 19+. Piste 1 à 10 : tous les plasmides
recombinants, linéarisés avec Bgl II. Piste 9 : la flêche indique le plasmide recombinant
pMI 9. Piste Il : Marqueur VII. Piste 12: Plasmide pEMBL 19+ natif.
Fig. Il : Electrophorégrarnrne en gel d'agarose à 1, 2 % des fragments de restriction du
plasmide recombinant pMI 9. Piste 1: Marqueur III; Piste 2: Double digestion par Bgl II
et Pst 1; Piste 3: Double digestion par Kpn 1 et Pst 1; Piste 4: Digestion par Hind II;
Piste 5: Double digestion par Hind III et Sma 1; Piste 6: Marqueur II; Piste 7: Double
digestion par Hind III et Kpn 1; Piste 8: Digestion par BarnH 1; Piste 9: Double
digestion par BamH 1 et Pst 1 d; Piste 10: Digestion par Hpa 1; Piste Il: Double
digestion par Hpa 1 et Kpn 1; Piste 12: Marqueur VII; Piste 13: Double digestion par




































Fig: 12: Cartographie physique de restriction de l'insert viral dans le plasmide recombinant
pMI 9.
Fig. 13 : Suspension purifiée de virions du MlDNV provenant d'une transfection de larves de
Spodoptera /ittoralis avec le plasmide pMI 9, examinée au microscope électronique après
contraste négatif au phosphotungstate de sodium (Grossissement x 146 000).
7. Etude du pouvoir transfectant du plasmide recombinant pMI 9
et des virus issus de la transfection
a. Essai de transfection de larves par injection
Nous avons procédé à des transfections à partir de pMI 9, sur des
lots de 50 larves de l'insecte de remplacement, S. littoralis, selon la même
méthode qu'au paragraphe Blb, mais en utilisant une concentration 1/3
supérieu~ pour tenir compte du fait que pMI 9 contient 1/3 d'ADN
plasmidique non viral. Les lots témoins eux reçoivent 1,5 ug/larve d'ADN
viral. Nous avons obtenu en moyenne 80 % de mortalité en 9 jours pour les 2
séries de lots d'ADN. Le plasmide pM19 est donc infectieux et il n'y a pas de
différence entre le pouvoir transfectant de l'ADN viral cloné et celui de l'ADN
de la souche sauvage de MlDNV. Le diagnostic de l'infection sur les broyats
de larves mortes, par sonde nucléique, se sont révélés positifs. Nous avons
alors purifié une suspension de virus à partir de ces larves. Les observations
en microscopie électronique montrent des virions qui semblent intacts (Fig.
13). Nous avons procédé à l'extraction de l'ADN, puis à l'établissement de
profils de restriction en les comparant à ceux obtenus avec l'ADN viral
sauvage. Le génome est de taille identique et nous n'avons décelé aucune
différence dans les profils. De ce fait, les virions issus de la transfection par
pMI 9 constituent une souche du Densovirus de M loreyi clonée, puisqu'ils
sont tous issus d'un seul et même plasmide.
b. Essai de transfection de larves par voie buccale
Une suspension de pMI 9 a été disposée à plusieurs reprises sur
le milieu nutritif de larves de S. littoralis, et nous nous sommes assuré qu'il y
avait bien eu ingestion de nourriture. Cette transfection per os n'a entrainé
aucune mortalité, ni aucune infection des larves. Ce résultat confirme les
essais négatifs de transfection par voie buccale de Jourdan (1990) sur des
larves du même insecte, avec le plasmide pBRJ, contenant une séquence
infectieuse de l'ADN de JcDN (Jourdan et al., 1990). Cet auteur avait conclu
que le suc digestif des larves qui possède une très forte activité DNAsique est
susceptible de dégrader rapidement le plasmide. n serait nécessaire de
protéger l'ADN jusqu'à son passage au niveau des villosités intestinales des
chenilles. .
c. Essai de transfection de cultures cellulaires
Les tests ont porté sur deux 2 lignées cellulaires de Lépidoptères:
la lignée SPC-Gm 17 déjà utilisée lors de l'infection avec MlDNV et de la
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transfection avec l'ADN viral, et la lignée SPC-81 52 de S. littoralis (Mialhe
et al., 1984). Nous avons procédé à des tranfections selon la même méthode
qu'au paragraphe B2b, mais en utilisant une concentration d'ADN plasmidique
d'1/3 supérieure à la technique précédente pour des raisons précisées ci-
dessus. Les résultats de la transfection sur la lignée SPC-Gm 17 ont été
identiques à ceux déjà obtenus sur cette lignée lors de la transfection avec
l'ADN viral sauvage. Des virions intacts ont été purifiés et nous avons
constaté une stricte identité avec l'ADN de la souche MlDNV sauvage. Ce
système Pennissif à pMI 9 nous a pennis d'obtenir à nouveau une souche de
MlDNV clonée.
La méthode de détection in situ des antigènes viraux par la
technique d'immunofluorescence (voir annexe fi) fut utilisée pour étudier les
résultats de la transfection sur la lignée SPC-81 52. Sept jours après la
transfection, des noyaux denses fluorescents ont été observés en microscopie
optique dans des cellules que nous avons supposées infectées. Cependant
nous n'avons pas réussi à purifier de virions à partir de cette suspension de
cellules, si bien que ce résultat reste à confirmer.
d. Etude du pouvoir infectieux des virions issus de la
transfection par pMI 9
Pour comparer le pouvoir infectieux des virions de MlDNV, issus
de la transfection par pMI 9, à celle des virions sauvages, nous avons inoculé
des lots de 50 larves avec chacune des 2 suspensions virales. Les taux de
mortalité ont montré que les deux types de virions possèdent un pouvoir
infectieux identique.
8. Discussion et conclusions
Le MlDNV possède des qualités remarquables dans l'optique de son
éventuelle utilisation comme agent de lutte biologique.
- C'est un virus isolé en Egypte, ce qui nous permet d'éviter
l'introduction d'un germe nouveau dans le pays.
- TI présente un fort pouvoir pathogène et les tests de virulence montre
sa rapidité d'action.
- Ce virus possède une qualité rare du fait de son large spectre d'hôtes,
et cette polyspécificité concerne l'ensemble des 5 lépidoptères ravageurs du
maïs, dont S. littoralis le défoliateur polyphage majeur d'Egypte, qui s'attaque
principalement au cotonnier.
- Des souches de virions de MlDNV clonés sont désormais prêtes à
l'emploi pour des tests de terrain, et les outils de diagnostic de l'infection
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virale, sensibles et fiables, sont disponibles pour l'évaluation indispensable du
traitement par biopesticide.
D'autre part, cette nouvelle souche virale permettra de poursuivre
l'étude fine des Densovirus. Son génome est caractérisé, et l'obtention de
plasmides recombinés infectieux ouvre la voie à de nombreuses recherches
approfondies, parmi lesquelles on peut citer la fabrication de vecteurs
d'expression dérivés de Densovirus. Le plasmide pMI 9 offre la possibilité
d'amplifier de façon illimitée le génome dans E. coli et donne accès à son
séquençage complet. fi permettra, par insertion, délétion ou mutagénèse
dirigée, d'analyser la structure fine des gènes et les modalités de leur
expression.
B. Le Baculovirus de granulose de Sesamia cretica
Parmi les principaux insectes foreurs du maïs en Egypte S. cretica est le
plus fréquemment observé et cause les pl~s gros dégats. Contrairement à la
pyrale du maïs dont les larves apparaissent tardivement dans la saison, la
sésamie rompt son hibernation beaucoup plus précocément et les attaques des
larves sont d'autant plus redoutables que les chenilles de noctuides comme S.
cretica possèdent un abdomen d'un fort diamètre, presque équivalent à celui
de la jeune tige, qui, une fois forée, est réduite à néant. La recherche
systématique de larves malades de cette espèce de foreur, a permis la mise en
évidence de nouveaux entomovirus.
1. Isolement et caractérisation du virus
C'est à partir de larves mortes récoltées à Kafr EI-Sheikh en 1990
que nous avons isolé un Baculovirus de granulose, dénommé S. cretica GV
(ScGV); cette souche constitue l'inoculum sauvage d'origine. Ce travail a fait
l'objet d'une publication ci-après reproduite (P17), nous n'en donnerons que
les résultats essentiels. Les virions extraits des granules contiennent une
molécule d'ADN bicaténaire d'un poids moléculaire moyen de 112 Kb. Des
profils de restriction enzymatique ont été établis pour 17 enzymes. Le nombre
et la taille des fragments ainsi générés ont été comparés avec ceux déjà cités
dans la littérature, et ils ne correspondent à aucun Baculovirus de granulose
connu. Des tests ELISA et des hybridations par sondes nucléiques ont
confirmé ce résultat par rapport aux souches de Granulovirus présentes au
laboratoire, c'est à dire Mythimna unipuncta GV, S. littoralis GV et
Phthorimaea operculella GV. Ces résultats laissent supposer que ce
baculovirus est effectivement un nouveau granulovirus.
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A new granulosis virus isolated From Sesanl ia cretica Led.
(Lepidoptera NoctuidaeJ in North-East Africa
DNA characterization and viral diagnosis
RÉSUMÉ
Un virus de granulose a été isolé du foreur de tige
de maïs Sesamia cretica Led. (Lepidoptera, Nocruidae)
en Égypte. L'ADN de ce Baculovirus, dénommé ScGV
(S. cretica Granulosis Virus), a été caractérisé. La taille
du génome a été estimée à 112 kilobases et des profils
caractéristiques de restriction enzymatique ont été dressés
pour 17 endonucléases. Des méthodes de diagnostic viral,
test immunoenzymatique ELISA et sonde nucléique totale,
ont été établies et testées en vue d'études épidémiologiques
de la maladie. ...
ABSTRACT
A new Granttlosis VinlS was isolatedfom the maize stem borer
Sesarnia cretica Led. (Lepidoptera Noctttidae) in Egypt. The
DNA ofthis BacùlovirtlS, that we propose to nllme ScGV, WIlS
characterized. The size of the total genome was esti11lllted to be
112 kilobases and restriction-patterns hllve been d1'llwIl ttp for
17 endonttcleases. Viral diagnosis methods, immllnoenzymatic
test ELISA and genomic probe, have been laid down Ilnd tried
Ottt for epidemiologicaL studies of the disease. ...
Mots clés : baculovirus, granulose, Sesamia crefica, noctuidae.
Key words : baculovirus, granulosis virus, Sesamia crefica, noctui~ae.
ABRIDGED VERSION
S esarnia eretica 1. (I857) is che mosc frequcnc species amongche principal borers of Maize and Sorghum in Norch-Easc
Mrica and especially in Egypc. Gnly one virus infecting larvae of
chis pesc has been recorded, an encomopachogenic virus belonging
to Picornaviridae.
Among diseased larvae collecced recently from maize fields, viral
parcicles of Granulosis from Baculovirus group were isolaced. This
genus of entomoviruses (Granulosis virus-GY) belong co che sub-
fami/y Eubaculovirinae. The eleccron microscopie examination of
purified viral suspension reveaJed che presence of ovoid-shape
granuloses measuring 360-440 X 170-230 nm, while che virions
measured 250-350 nm in Jengch and 40;60 nm in widch.
Note présentée par Constantin Vago.
Note remise le 14 juin 1993, acceptée après révision le 20 septembre 1993.
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The purified DNA of ScGV was digesced by 17 cndonuclcascs of
current use. No rescriction sices were observed when che genome
was digesced wich Hpa l, while only one rescriccion sice was dececced
by Sma 1. The digestion of che genome by che endonucleases Cfo l,
Hae III, and Hind II gives complex eleccrophorecic profiles which
• were noc considered for DNA characcerization.
However, digestion by che endonucleases Bam HI, Bgl II, Cla l,
Eco lU, Eco RV, Hind III, Kpn l, Mlu l, Psc l, Pvu II, Sai 1 'and
Xho 1 reveaJed different e1eccrophorecic profiles composcd of 9, 22,
26, 15,26, 15,25, 12,21,21, 19 and 21 fragments respeccively.
The size of che genome was escimaced by adding up che size
of ail fragments in each e1eccophorecic profile. The average of
cocal DNA molecular weighc was abouc 112 kilobases. Using che
equivalent endonucleases for genomc digestion, che eleccrophorccic
profile of ScGV DNA WOlS noc idencical with chose of other
GV DNAs already characcerized belonging co che fo!lowing species'
Pseudaletia Unipllncta, Spodoptera jmgipmia,. TrichloplllSia ni, Pieris
rapae, Plodia interp,mctella, Chilo injùscatelllls, Chilo sacchariphagzzs,
Phthorimaea operClllella. Choristonellra filmiferana, Piero brassicae,
Cydia pomonella and Estigznene acrea.
A total nudeic probe was prepared, labelling with Digoxigenin.
The capaciry of this probe for detecting the viral DNA was tested
using the dot-plot technique. the deposit of 2 !J.I was capable of
detecting 5 pg of DNA. The above mentioned method was used
for detecting the homology between ScGV DNA and Pselldaletia
Imiplmcta GV DNA. The latter insect is a noctuid pest of maize in
Eastern Mrica. The experiments of hybridization by Southern blot
permitted the recognition by the probe of all the e1ectrophoretic
fragments whieh confirm its specificiry.
An antiserum titered as 1/1200c was prepared using ail dissolved.
prote,ins (the granulin and the capsid proteins), applying the
ELISA test using the alkaline phosphatase indirect method, 1ng
of the dissolved proteins was detected. An equal concentration of
P. Imipuncta granulosis viral proteins was less intensively visible
using the same test for detection.
Parmi les principaux insectes foreurs du maïs et dusorgho, en Afrique du Nord-Est et en ,particulier enËgypte, Sesamia cretica Lederer, 1857 (Lepidoptera,
Noctuidae) est le plus fréquemment observé [1]. Jusqu'à ce
jour, un seul virus a été décrit chez ce ravageur [2], il s'agit
d'un virus qui semble rattaché aux Picornaviridae. C'est
à partir de larves malades, récoltées en plantation, que
nous avons isolé des particules virales de type Baculovirus
de granulose. Ce genre de virus d'insectes appartient à
la sous-famille des Eubaculovirinae [3] où chaque virion
se trouve au centre d'un corps d'inclusion protéique
de forme ovoïde. Dans l'optique d'une lutte biologique
menée à partir de virus entomopathogènes, la première
perspective pouvant apparaître ne peut être basée que sur
ce Baculovirus, l'utilisation d'un Picornavirus n'étant pas
envisageable dans l'immédiat pour des raisons d'innocuité.
La présente note fait le point de la caractérisation
du génome à ADN de ce virus, suggérant qu'il s'agit
d'un nouveau membre du genre des virus de granulose
(<< Granulosis Virus », GV).
Matériel et méthodes
Souches virales
L'inoculum original du virus de granulose de S. cretica
(ScGV) provient de larves .malades récoltées en plantation
de maïs dans le delta du Nil à Kafr el Sheikh en
1990. La souche de granulose de Pseudaletia (Mythimna)
unipuncta (PuGV) nous a été gracieusement fournie par le
Docteur Guy Croizier (Station de Recherches de Pathologie
Comparée INRA-CNRS de St-Christol-Les-Alès, France).
Purification des granules
Les larves infectées sont broyées dans du tampon T.S.
(50 mM Tris, 2 mM SDS, pH 7,8 ). La suspension
homogénéisée, filtrée et clarifiée, subit plusieurs cycles de
purification par ultracentrifugation en gradient de densité
de saccharose 30/70 % (p/p) à 45000 g pendant 30 min.
Les granules purifiés sont stockés en tampon Tris 50 mM,
pH'7,8 à -20°e. La concentration de la suspension en
granules est estimée par mesure de la densité optique à
450 nm.
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The partial homology between the two types of virus detcctcd by
ELISA test was due to the presence of the same sequence coding
for the protein of high degree of conservation (this result was
confirmed by ELISA test. which the electrophoretic profiles of the
two viruses were completely different).
Regarding the morphology of the inclusion bodies and the size
of the viral partides, the. Sesamia cretica virus seems to belong
to the genus of Granulosis Virus. whereas the difference between
the ScGV e1ectrophoretic profile and those of already characterized
GVs put the ScGV as a new virus among the group of granulosis
baculoviruses.
The two viral diagnostic tools. whieh were prepared and titered in
the laboratory, could be used in the study of viral epidcmiolo'gy
in the field.
The estimation of LD50 and Le50 values through the biological
tests, could permits preliminary experiments of virus applicatioij
under field conditions as a step towards using this virus in biologieal
control. ... .
Observation en microscopie électronique
Une suspension de granules purifiée est déposée sur une
grille recouverte d'un film de collodion carboné. Les corps
d'inclusion sont ensuite contrastés négativement avec de
l'acétate d'uranyle à 2 %, pH 7,4.
Extraction et purification de l'ADN
Les particules virales sorü libérées des granules après une
attaque au Na2C03 (60 mM final). La suspension de
virus purifiés est ajustée à 4 mM EDTA puis traitée par
le lauroyl sarcosinate de sodium à 2 % et à la protéinase
K (200 !J.g/ml) pendant '2 h à 37°e. La déprotéinisation
de la solution d'ADN est parachevée par 3 extractions
phénoliques. La phase aqueuse est ensuite dialysée contre
du tampon T.E. (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) à
4 oC pendant 36 h. L'ADN est précipité par addition
de 2 volumes d'éthanol absolu en présence d'acétate
de sodium (0,3 M final) pendant 14 h à -20°e. Après
centrifugation, le culot est rincé à l'éthanol à 70% puis
repris dans du tampon T.E. La concentration en ADN est
estimée par la mesure de la densité optique à 260 nm.
Cette suspension est conservée à -20°e.
Digestion de l'ADN p~r les enzymes de restriclion et
électrophorèse
La digestion de l'ADN s'effectue dans les conditions
décrites par le fournisseur des enzymes de restriction.
Généralement la digestion de 0,5 à 1 !J.g d'ADN est
réalisée dans un volume final de 20 !J.I pendant 4 h à 37 0e.
Les électrophorèses sont réalisées en gël d'agarose de 1 à
2 % dans du tampon T.E.P. (90 mM Tris-Phosphate, 20 mM
EDTA, pH 8,0). La taille des fragments de restriction est
estimée par comparaison avec l'ADN du phage Lambda
digéré par les enzymes EcoRI et Hind III. Nous avons
utilisé les 17 endonucléases suivantes: Bam HI, Bgl Il,
Cfo l, Cla l, Eco RI, Eco RV, Hind Il, Hind III, I-Ipa '1,
Hae III, Kpn l, Mlu l, Pst l, Pvu Il, SaI l, Sma l, Xho 1. .
SOlides nucléiques
Nous élaborons une sonde totale non radioactive à
partir de l'ADN du virus ScGV par marquage à .la
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Figure 1. Observation en microscopie électronique de corps 'd'inclusion purifiés du virus de granulose de Sesamia cretica après ~
coloration négative à l'acétate' d'uranyle. La barre représé'nte 400 nm.
Figure 2: Profils électrophorétiques de restriction de l'ÀDN du virus de gr~nulose de Sesamia cretica digéré par les endonucléases
suivantes: ligne 7 : 8g1 1/; ligne 2 : 8am HI; ligné ] : Eco RI; ligne S : Xho 1; ligne 6 : sma 1; IiRne 8 : Kpn 1; IiRne 9 :
SaIl; ligne 70: Hpal ; ligne 77 : Cfd 1; ligne 72: Pst 1; ligne 7]: ADN natif; Lignes 4 et 7 : ADN du phaflc lamlJcf.J difléré
par Eco RI et Hind 11/. Cel d'agarose à 7 %. '
Figure 3, Profils électrophorétiques de restriction de l'ADN du virus de granulose de Sesamia cretica digéré par les endonucléases
suivantes: ligne 7 : Hind 11/ ; ligne 2 : Bam HI; ligne] et ligne 4: Bgl 1/ ; ligne S : sma 1; ligne 7 : Cfa 1; ligne 8 : Hae 11/ ;
ligne 9; Hind 1/; ligne 70: Eco RV; ligne 77 : Pvu 1/; ligne 72; Mlu 1; ligne 74 : Xho 1; lignes 6 et 7]: ADN du phage
lambda digéré par Eco RI et Hind 11/. Cel d'agarose à '2 %. '
Figure 4. Hybridation en Southern blot entre les génomes des virus ScGV et PuGV. a) Profils électropllOrétiques de restric/ioll de l'ADN
des virus scCVet PuCV, Gel d'agarose à 7 %. Ligne 7 ;ADN du phage lambda digéré par Eco RI et Hind 11/ Ligne 2 ; ADN de scCV digéré
par Eco RI Ligne] : ADN de PuCVdigéré par Eco RI Ligne'4 : ADN de SeC V digéré par Bam HI LigneS: ADN de PuCVdigéré parBam HI
Ligne 6 ; ADN de SPP7 digéré par Eco RI. Ugne 7 : ADN de ScCV digéré par Hind 11/ Ligne 8 ; ADN de PuCV digéré par Hind 11/ b) Image
après « southern blot » des fragments d'ADN, montr~ssur la Figure 4 a, révélés par une sonde d'ADN de scCV marqué à la digoxigénine.
digoxigénine-ll-dUTP selon le protocole préconisé par la sonde. Pour vérifier le marquage total des fragments du
le fournisseur (Boerhinger Mannheim) et nous suivons génome et pour rechercher des homologies de séquence
les mêmes recommandations pour mettre en œuvre la e~tre l'ADN de ScGV et celui de PuGV, nous utilisons la ,
technique d'hybridation dot blotafin d'étalonner et de titrer mrthode Southern blot, [5).
Tableau 1
Taille estimée (en Kilopaires de bases) des fragments de' restriction de l'ADN du virus de granulose de
Sesamia cretica aprés digestion par 12 endonucléases. Est!mated size (in Kilobases) of Sesamia cretica GV
DNA fragments after digestion with 12 restriction endonucleases
, '
XhO 1 Pst 1 Sail Pvu Il Mlu 1 Cla 1 Eco RV Bgl Il Eco RI Hind III Bam HI Kpn 1
A 21 24 23 21 14 13 19 ' 27 19' ~:;~ 25 25 14
B 19 22 17 15 12 8,3 11 20 18 ~ 23 21 ' 13
ç 16 16 16 13 8,3 7,5 ~,!3 13 15 .. 20 19 12
0 13 9 15 11 7,4 6,4 7,? 9,1 14 11 13 11
'E 12 8,5 la 9,2 7,2 5,9 6,~ 6,1 77,.,· 7,4 la 10, ,
F 7,9 7,8 9,2 7,7 6,2 5,4 6,1 5,7 5,1 .;; 7,1 7,3 9,8
G 5,5 6 5,9 7,2 5,7 4,8 5,6 5,6 4,8 . 7 5,4 8,3 '
H 4,4 4,6 5,7 4,5 5,4 4,6 5,1 4,8 3,7 );::' 6,7 3 7
1 2,9 4,4 5,5 4,4 5,3 4,4 4,5 4,4 2,6 6,~ 2,3 5,7
J 2,7 3,9 4,7 4,1 4,6 4,2 4,4 4,3 2,4 3,4 S,S'
K 2,7 3,4 4,6 4,1 3,9 ' 4 4,1 3,8 2,1 3,2 5
L 2,5 3 4,2 3,8 3,3 ' 4,1 4 3,1 1,6 2,0 1,7
M 2,4 2,9 2,9 " 3,6 3,2' 2,9 3,4 2,5 1,1 0,9
N 2,2 2,4 2,3 2,3 3 " 2,5 3,.1 2,1 0,9 0,7
0 1 1,5: ... 2 2 " 2,9 .: 2,3 2,6 . 1,6 ' 0,5 0,6
P 0,9 1,2 " 1,3 2.,1 2,4 ·'2,2 2,3 1,5
Q 0,7 1,1 1 1,6 . "2,2 2,1 2,1 1,3
R 0,6 0,9 0,9 ' 1,2 1,8 2 '2 1,2
S 0,5 0,7 0,5 1,1 1,6 1,9 1,8 1,1
! 0,4 0,6 0,7 1,3 1,8 1,4 1
U 0,3 0,4 0,6 1 1,7 1,3 0,7
V ,,0,9 1,6 1,2 0,5
W 0,6 1,3 1
X 0,5 1,2 0,8
Y 0,4' 1,1 0,6
Z î. ;" 1 04
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Test ElISA
Un sérum spécifique a été préparé à partir d'un lapin contre
les protéines totales des granules et des virions. Le test
ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay est effectué
selon la méthode indirecte à la phosphatase alcaline 16]
préconisée pour détecter, entre autre, les Baculovirus.
Résultats
Étude en microscopie électronique.
L'examen d'une suspension purifiée en microscopie
électronique, révèle un grand nombre de granules de forme
C. R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la vie/Life sciences, 1993; 316 : 1350-4
ovolde de 360 à 440 nm de long pour une largeur de 170
à 230 nm (Fig. 7J. Une observation approfondie des corps
d'inclusion nous permet d'apercevoir dans certains cas
l'enveloppe du virion, à l'intérieur de laquelle appilrilÎt la
nucléocapside. Les virions mesurent entre 250 et 350 nm
de long pour une largeur de 40 à 60 nm.
Caractérisation de l'ADN viral
L'ADN purifié du virus ScGV a été digéré par un totill de 17
endonucléases de restriction. Ce génome ne présente pas
de site de clivilge pour Hpil 1. L'enzyme Smil 1 coupe
l'ADN génomique une seule fois. Les enzymes cro l,
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l'antisérum préparé à partir d'un lapin contre l'ensemble
des protéines dissoutes, granuline et protéines capsidaires,
présente un titre de 1/1200e • Utilisé pour étalonner un
test EliSA selon la méthode indirecte à la phosphatase
alcaline, il est dilué au 1/500e avec un conjugué dilué
au 1/1 oooe.· Dans ces conditions, le test est capable de
révéler jusqu'à 1ng de protéines dissoutes dans un dépôt
de 200 Il-l. A concel")tration de protéine égale, ce test a
révélé beaucoup moins intensément la présence du virus
de granulose de P. unipuncta.
Sonde nucléique
Une sonde nucléique totale a été préparée en faisant
intervenir un marquage froid à la digoxigénine. la capacité
de cette sonde pour détecter l'ADN viral a été testée. Nous
l'avons étalonnée et titrée par la technique de dot blot où
elle révèle jusqu'à 5 pg d'ADN par dépot de 2 Il-l. Par
cette méthode, nous avons détecté quelques homologies
avec l'ADN purifié du virus de granulose de Pseudaletia
unipuncta, lépidoptère Noctuidae, également ravageur du
maïs en Afrique de l'Est. Des expériences d'hybridation par ...
Southern blot nous ont révélé que la sonde reconnaissait la
totalité des fragments de restriction (Fig: 4) et ont confirmé
sa spécificité:·. .
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Par la morphologie de ses corps d'inclusion et par la taille
de ses particules, ce virus de Sesamia cretica semble bien
appartenir au genre des virus de granulose. les profils
de restriction enzymatique de l'ADN génomique, différant
de ceux des virus de' granulose déjà caractérisés, nous
laissent penser que le virus ScGV pourrait correspondre à
un nouveau type de Baculovirus de granulose. Certaines
homologies, révélées par la sonde nucléique, entre les
génomes de ScGV et de PuGV, résultent du fait que ces
virus contiennent des séquences codant pour des protéines
dont on connaît le haut degré de conservation chez ces
virus, comme la granuline (ces résultats sont confirmés
dans les tests ELISA, alors que les profils enzymatiques de
ces 2 virus sont totalement différents).
- .'.
les deux outils de diagnostic viral, que nous avons
titrés et étalonnés, vont nous permettre d'aborder,
dans des conditions parfaitement contrôlées, les études
épidémiologiques de la lfiâladie sur le terrain. Faisant
suite à des tests de· ypathogénicité en laboratoire,
particulièrement promettêürs, ces études devraient nous
• ouvrir la voie à des essa1S:id'utiiisation· de 'ce virus, en
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Les travaux de base effectués sur le génome de ScGV ouvrent la
voie au clonage et au séquençage de certains gènes qui pourraient permettre
des manipulations génétiques visant ,à optimiser les qualités de ce baculovirus.
2. Etude ultrastructurale
L'observation en microscopie électronique de suspensions virales
purifiées révèle des granules de différentes tailles, à l'intérieur desquels nous
apercevons dans certains cas, un virion dont la taille varie entre 250 et 350 nm
en longueur et entre 40 et 60 nm en largeur.
Des coupes ultrafines ont été réalisées à partir de tissu adipeux
prélévé sur des larves malades, présentant les symptômes laiteux d'une
granulose, 5 à 6 jours après l'infection. L'examen dénote une attaque
généralisée des cellules par le virus. Les granules sont localisées
exclusivement dans le cytoplasme. Elles peuvent être dispersées, ou
regroupées en amas, ou même enfermées dans une vésicule(Fig. 14). Dans
certaines cellules nous pouvons noter des aspects inhabituels des granules
concernant leur taille et leur morphologie. Nous observons des corps
d'inclusion qui mesurent jusqu'à 3 fois la longeur habituelle des granules pour
une largeur standard. Nous notons des éléments en forme de Y, en forme de
massue, ou en forme de boomerang (Fig. 15). Cette étude ultrastructural~ n'a
pas mis ~ jour de distinction notable entre la granulose de S. cretica et les
autres granuloses déjà décrites.
3. Essais de traitements en champs
A partir des différents outils de diagnostic précédemment établis
(tests ELISA et sondes nucléiques) des études épidémiologiques ont pû être
conduites en plantation pour évaluer la présence naturelle du virus de
granulose dans les champs. Nous avons ensuite tenter d'évaluer l'efficacité de
ce virus 'par pulvérisation de plusieurs parcelles de maïs. Ce travail a fait
l'objet d'une publication ci-après reproduite (P26), nous n'en donnerons que
les résultats essentiels.
Les chiffres obtenus les 2 premières années d'étude
épidémiologique laissent supposer que le virus est presque systématique~ent
présent chez les larves de la région de Kafr EI-Sheikh, mais que la maladie ne
se développe naturellement que sous certaines conditions.
Le biopesticide viral utilisé est une suspension purifiée de
granules à la concentration de 0, 1 g de granules/litre, additionnée de 10 % de
molasse de canne à sucre utilisée comme agent adhésif, anti-UV et apétant.
Le premi,er traitement a eu lieu sur les très jeunes plants de maïs, au moment
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Fig. 14 : Coupe ultrafine de cellules adipeuses d'une larve de Sesamia cretica, montrant des
granules le cytoplasme. Les granules sont soit dispersées dans le cytoplasme, soit
regroupées dans une vésicule. N:Noyau, C:Cytoplasme, Vs:Vésicule,
(Grossissement x 7 500).
Fig. 15 : Image de microscopie électronique montrant des aspects inhabituels des granules dans
le cytoplasme d'une cellule adipeuse d'une larve de Sesamia cretica. B: forme en
Boomerang, M: forme en massue, Y: forme en Y, 3X: élément ayant 3 fois la longueur
standard des granules(Grossissement x 20 000).
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AllSTRACT
Pilot field trials were conducted against Seswnia cretica Ledérer (Lep. Noctuidae)
using a Granulosis Virus recently isolated from the corn borer inresting Illaize at Karr EI-
Sheikh Governorate.
The effic'acy of spray application of ScGV was compared with the currently
recommended chemical insecticides (Methomyl and Monocrotophos) as two dirrerent control
strategies against S: cretica larvae on maize. The viral insecticide is a highly purilïed
suspension of granules in water plus 10% molasses as a sticker as weil as a reeding stimulant
additive. The spray containing 0.1 g of granules /Litre (i.e. 1. 48 X Lü 10 l.B.lml) was applied
twice at the rate of 1.25 and 2.5 litre/ I/I(X) feddan (1 feddan =4200 m:!) at 2 weeks interval,
starting 3 weeks arter sowing. For the chemical insecticides, the methomyl was applied at the
same time as the ScGV suspension against S; crelica larvae, and the monocrotophos was
applied twice, 2 months after sowing, and 2 weeks later, against OVlrinia /1uhilalis and ChUo
agal1lem/1O/1 larvae. Ali treatments were made using a portable knapsac sprayer. Additional
plots were l'cft as control. l
Results revealed that both tested treatlllents (microbial and chemical insecticides)
noticably reduced the numbers 'of S. crelica larvae. Regarding yield, the mean weight of
seeds was higher for the plots which were treated with either virus or insecticide than
untreated ones. However, the chemical insecticide treatment was more effective than the
formulated virus treatment. The corrected yield in ardab (1 ardab = l45 Kg) / feddan were 20.
Il, 16. 04 and 12. 79, for chemicaJ insecticide, viral insecticide and control treatlllents,
respectively.
lt is concluded that ScGV seems to be pathogenic to the field population of S. crelïca
and may be considered a promising biocontrol agent to support the Integrated Pest
Management Programme of such an important corn borer.
Key Wot'ds: Biological Control, Granulosis Virus, Maize, Se.\'Ul1Iia crelica;';
INTRODUCTiON
The Pink Borer, Sesal1lia crelica Ledcrer (Lep.: Noctuidae) is' one or the most
important corn borer in Egypt. Until now, no viral agent has been tested against this pest.
SOllle Granulosis Yiruses (GY) from family Baculoviridae, have already been tested
as biological insecticides to control pests and appear to be promising candidates. Large-scale
applications of GY in pest management programs have been made against certain destructive
insects, such as the potato tuber moth Phlhorimaea operculella (MaWiiessen el al., 1978), the
codling moth Cydia pOl1lonella,( Huber and Dickler, 1977), the indian meal moth Plodia
în.1erpunclella (McGaughey, 1975), the cabbage worm Pieris rapaé (Tatchell and Payne,
1984) ~nd Agrotis segetul1l (Caballero et al., 1991).
The present work tesLs the field efficacy of spray application of a recently isolated GY
(Fédière el'al., 1993), infecting S.crelica (ScGY) as a part of the program concerning the
interrelationship between corn pests and their complex of viral diseases in Egypt. The
objective is to select pathogenic viruses which coulu be proposeu as biological control
candidates.
MATERIALS AND METHODS
1- The biological ami chelllicai illseclicides
1- 1- I)roduetion and purification of the Granulosis Virus
A stock culture of S.crelîca larvae was maintaineu unuer laboratory conuitions anu
intentiona~ly infectcd with the wild-type Granulosis Yirus isolated from Egypt anu described
by Fédière et al. (1993). The virus suspension used in the field experiments was a highly
purified preparaLion of ScGYat Lhe appropriate concentration of 1.0 OD.42o/ml (1 OD420 =1.48
x 10 lU capsule / ml and 1ml at IOD42o =O. 125 mg capsule / ml, Chang and Tanada, 1978)
mixed in distilled watcr.
1 - 2:- Formulation of chelllicai insecticides
The recommanded Methomyl (Lannate 90 % W.P.) against S.cretica larvae and
Monocrotophos (Nuvacron 40 % S.L.) against OSTrinia nuhilalis and Chilo agamemnon
larvae \vere used.
2 - Experimental design and spray applications
2 - 1· Locations
The experimental trials were carried out at two different localities of Egypt during the
summer season of 1995: the north of the Nile Delta, at Sakha Agricultural Research Station, ,'.,
Kafr El-Shcikh Governorate,. and the Nile Yalley of miuule Egypt, at Sids Agricultural
Research Station, Beni-Suef Governorate.
Unfourtionately, the results obtained from both lIntreated and treated plots of Sids
Experimental Research Station were incomparable, since the population density of the corn
borers was very low. Ac~ordingly, this study concentrated on the results from Sakha
Agricultural Research Station, only.
2 - 2 - Field plots and sowing method
For every station, 3 blocks of 15 plots each, were specified for untreated (control),
chemical insecticide treated (Lannate and Nuvacron) and biological insecticide treated
(ScGY) trials. The 15 plots of each block included 5 plots for regular sampling, 5 plots for
yield assessment and 5 plots for collection of corn borers material (mainly larvae). The
experimental unit plot was equivalent to 1/100 feddan (i.e., 42m2 =:= 6mx7m). The total area of
one block, including 15 plots, plus the borders and irrigation canals ~as about 1260 Ill:!., i.e.,
a total area of 3780 m:!.. Every plot consisted of 10 rows with 20 hills'for seeds separated by
30 cm. Maize variety "Giza 2" was used for cultivating ail plots. Sowing of seeds was
conducted on April 23.
3 - Spray applications
3 - 1 - Cbcmical insccticides
For Lannate 90 % W.P., the spray contained 3g/litre/l/llio feddan for the first
application, 3 weeks aner sowing, and 3g/2 litres/I/lOO feddan, two w~cks later.
For Nuvacron 40 % S.L., the rate was 15 ml/4 litres of water/l/llxl feddan, applied
twice, at 2 weeks intervals, strarting 2 Illonths after sowing.
3 - 2 - Biological insecticides
The viral suspension of ScGY was used at the final concentration of O. J g of
granules/litre (i.e.l.O OD-t2o/n1l'), plus 10 % of molasse of sugar-cane, as a stickcr, a feeding
stimulant and a sunlight protector. The rate of the spray was 1.25Iitre/llIlxl feddan for the first
application, 3 weeks uner sowing, and 2.5 litres/l/llxl feddan for the sccond, 2 weeks later.
4 - Sàmpling procedure
Regular samples of maize plants were taken every 2 weeks, beginning the day of the
first insecticide application and continued during the 12 forthcoming weeks. The first
sampling is considered to have measured the larval population before treatlllents.
At each sampling date, 20 plants of each plot were pulled, following the zig-zag
method. Plants were inspected for S. cre/ica larvae and other corn borer larvae.
5 - Evaluation of the elTIcacy of the insecticides
5' - 1 - Population dCllsity '"
The insects were classified in the field and kept individually,in small
then transffered to the laborat;ry'and kept in the freezer until required. ,
plastic tubes,
· ."
5 - 2 - Yicld asscsmcnt
At harvest time, ears of a random row l'rom each plot wer!? weighed and shilled' then
their Illoisture content was measured using a universal moisture tesler. Dala representing yield
in ardabs (l ardab = 145 Kg)/feddan for both treated alld untreated piols was eorreetcd at 15.5%
moisture content by applying the following formula:
l' '
Corrected yield=
Shilled yield x (100 - Seeds moisture COlltent).
(lüO- allowed moisture content)
Percent yield reduction for untreated plots was also worked out by applying the
following formula:
% yield reduction = 1Corrected yicld-Shilled yicld Ixl ( 100-llloisture content). 1
6 - Viral diagnostic mcthod for cpidem..iological studics
A digoxigenin-Iabclled ScGV DNA probe was used accùrding to the protocol
recommended by the suppliers (Boerhinger). The dot blot mel.hod of hybridization (Fédière et
al., 1993) was applied for detecting a possible presence of viral DNA in the larvae.
RESULTS AND DISCUSSION
1 - Production of Granulosis Virus
The average yield of purilïed ScGV granules was 14.25 mg of granule/l g or larvae,
based on ten separate extractions of virus from different batches of illfected larvae. For a '
mean larval weight of 0.4 g for the last instar (fifth) dead larva, the production square with an
average wcight of 5.7 mg of granulellarva, i.e. 6.83 X 10 Il granulesllar'va.
2 - Epidcmiological studics
Bcfore the evaluation of the eflïcacy of the entolllopathogenic viruses as biological
control agents, investigation on the presence of the virus in the nhtural populations was
required. This investigation was aimed towards an cpidemiological study of the viral disease
during 1995 season. Table (1) demonstrates the natural incidence of the virus at Kafr El
Sheikh region. The percentage of estimatcd rates of virus occurrence showed that most of the
larval population of S. crelica in the fisrt generation harboured the virus, without
developping any signs of disease under natural field conditions. Those larvae which appeared
healthy usually become diseased when they were transferrcd to the laboratory for monitoring
and rearing under different (stress) factors, and the majority of them die showing viral
infection symptoms. Such stress factors orten take pla~ce when the insects arc reared at a Itigh '
population density. Similary, an outbreak of the pest in the field leads to a natural epizootic
oLthe disease.
As shown in table (1), the number of recorded larvae decreased gradually from the
first to the last larval instars (210/plants on May 28 to 21/plants on June 25). This result is'
mainly duc to the various natural fadors alTecting larval population throughout the lïrst ,
generation. In conc1usion, the massive introduction of the specified virus could be applie4,
as a stress factor, to reduce the pest's population by causing an induced epizootic.
3 - Evaluation of the ellicacy of the biological insecticiùe
. ....
The efficacy of the ,ScGV in comparaison with methomyl and monocotrophos, as
control agents against S .cretica larvae on corn are shown in Tables (2 and 3).
lt is w.orthmentioning that biological control using ScGV in this work, has its effect
only on S. cretica larvae and that this effect does not extend to the other corn borer species
(Ostrinia nuh'ilalis and' Chilo agamemnon) or even to any other pests. On the contrary, the
use of the 2 chemical insecticides had resuIted in killing ail present insects •.
The evaluation of the efficacy of the biological insecticide was studied by two'
parameters, the population densit~ and the crop yield assesment.
3 - 1 - Population density
Data presented in Table (2) clearly demonstrate that introduction of any of the tested
control strategies (the chemical or biological insecticide) had resulted in a remarkable
reduction in the population of Jarvae, compared to the control. A sharp rcùuctioll iIl the larval
population (l'rom 75 to 7) was recorded in the casc of using chcmical inscdicidc. 1-10wcvcr,
with the biological insecticide treatment, population was declined sJowely (from 84 to 60)
during 2 weeks. This may be due to the one wcek incubalion period rClJuireù. by lhe
Granulosis Virus to be capable to induce its effect. Two weeks later, a relatively higher
reduction (from 60 to 12) was recorded in the number of larvae, showing the persislent effect
of the virus trealment.
3 - 2 - Yield asscsmcnt
Data presenled in Table (3) demonslrale that lhe infestation with S. cretica has greaLly
innu~nced the total number of plants. The mean number of planl.~ did not exceed 17
690/feddan in the untreated plots, while it reached 22 140 in the chemical inseclicide treated
plots. However, this mean number was in the middle (19800 plants) in the case of the ScGV
trealed plots. This resull is expecled since lhe infeslation wilh S. crelù:a is characterized by
causing Ùle death of young plants (dead-heart symptoms).
Table (3) cOllfirms that the same trend of resulls as infestation grcaLly affected the
number of produced ears. The IT!ean number of ears/feddan was the highest (21 970 ) in the
chemical insecticide-treated plots', followed by the ScGV treated plots (18 020 ) and the
contror(.l4460). Comparison betw~e.n the nUll1bcr of produccd cars and the Humber of plants
shows that the ratio of such relationship w~s high (O. 99) for the chemical inseclicide
treatmenl, followed by O. 91 in the case of ScGV treatment and dropped lo O. 81 in the
r,:
untreated plots. An explanatioll of the reduction in the nUlllber or cars is tlle lower nUlllbers or
plants in addition to 1.lIe low lIIenll Illlluher of cnrs pel" plant as weil as.
Infestation with S. 'cretica had alTected the weight of both cars and seeds.
Consequently the estimated values of correeted yield in ardabs/feddan were 20. 1 1 for the
ehemical insecticide trcated plots, 16.04 for the ScGV treated plots and only 12.79 for the
untreated plots.
Finally, the calculated percentage of yield reduction was 36 % in the case of the
untreated plots and only 20. % in the ScGV treatment.
Generally speaking, application of the virus treatment had acheived a considerable
degree of co'ntrol of S. cretica that lies near, but under, that obtained from applying the
chemical insecticide.
Our n~sults are going in line with those reported by Caballero et al. (1991) who used a
Granulosis Virus to control Agrotis segetum on corn seedlings in Spain and found that the
crop protec~ion was similar to that produced by chemical insectiçides. Aiso Pht!7orimaea
operculeLla GV was tested on tire potato tuber moth 011 potato in Peru by Raman et al. in
1987 and Pieris brussit.:ae GV on Pieds rupae on cabbage in England by Tatchell and Payne
in 1984 with·succes. Moreover, excellent results were recorded with Cydia pOl7lonelLa GV
used in apple orchards against the insect host in England (Glen and Payne, 1984) and in
Canada (Ja9ues et al., 1994).
lt is concludcd that ScGV seellls to be a suitable potential biocolltrol agent and cali be
considered as a potential pest control agent.
It is worthmentioning that the achieved resultsare prclilllinart and further detailed arc
required, eventually to provide sufficient reliable information on the doses of field
application, adjuvants and other expected possible ways of increasing the pathogenicity and
the host range by combination with other virus(es).
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Tables'
Table ( 1 ): Natural occurrence level of Granulosis
Virus estimated in the 1sl generalion of
Sesamia cretica larval population,
Kafr El-Sheikh region, 1995 season.
Date Number of %
la rvae occurrence
May 28 210 96.92%
June 1 1 121 97.14%
June 25 21 100%
July 6 0
The virus was detected by usi~g nucleic probe.
Table (2) : Number of Sesamia cretica larvae 1100 plants from 5 plots,
Kafr Sheikh region, 1995 season .
Samplir1g , . Chemical Insecticide Biological Insecticide Untreated
date treated plots treated plots 'plots
May, 14*- Eggmasses Eggmasses Eggmasses
28* 75 84 210
June 1 1 7 GO 121
25 7 12 21
July 9 0 0 0
* Dates of insecticides applications.
·Table (3 ) : Maize yield / feddan and percentage of yield reduction assessed from 5 plots in untreated and chemical or biological
treated plants, kafr El-Sheikh region, 1995 season .
Mean no. t0~an ..no. '. Mean weight . Mean weight % Water Corrected yield %:
..
Treatment of plants of ears. of ears ofseeds content ( in ardabs ) yield reduction
"(in Kg ) (in Kg )
Chemical 22140 21970 3572 2937 16.12 20.11
-
Insecticide




Untreated 17690 14460 2291
1
1859 16.08 12.79 36.40
où les femelles du ~vageur déposent le maximum d'ooplaques à l'aisselle des
feuilles, puis la pulvérisation est répétée 15 jours plus tard pour atteindre les
pontes tardives (Fig. 16). Ainsi nous espérons que les larves néonates sont
rapidement au contact du virus, avant qu'elles ne commencent à forer la tige.
Parallelement à ces essais, des parcelles ont été traitées avec des insecticides
chimiques. Les résultats révèlent que les 2 types de traitements réduisent
notablement le nombre de larves de S. cretica, avec un avantage au pesticide
chimique. Au regard de la production en grains à la fin de la saison, le
rendement le plus élevé est celui des parcelles traitées chimiquement, ~uivi
par celui des parcelles ayant reçu le biopesticide viral, qui est lui-même
supérieur à celui des parcelles témoins laissées sans traitement. Nous en
concluons que la suspension virale, telle que nous l'avons fonnulée, est déjà
efficace, mais que des améliorations peuvent être encore apportées dans
différents domaines. Il s'agit en premier lieu d'essayer de sélectionner des
souches, sauvages ou produites par recombinaison génétique, qui soient
encore plus virulentes que notre souche d'origine. Ensuite, il nous faut ajuster
les doses et le nombre des applications pour une efficacité accrue. Enfin nous
pourrons certainement améliorer la composition des adjuvents utilisés.
En conclusion, au terme de la saison 1995, ScGY semble
posséder le potentiel d'un agent de lutte biologique qui nous reste à optimi~r.
C. Le Picomavirus de Sesamia cretica
1. Isolement du virus
De nombreux cas de mortalités naturelles furent observés durant
des attaques de S. cretica en mai 1990 à El-Badrashin, localité située non pas
dans le delta, mais au début de la vallée du Nil. Un nouveau virus libre
icosaédrique fut isolé. Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après
reproduite (P13). Le virus de 30 nm de diamètre possède un génome à ARN et
une capside constituée de 3 protéines dont 2 présentent un poids moléculaire
élevé. Du fait de ces caractéristiques, nous pouvons dire que cette souche
virale est proche des Picomavirus. li fut nommé Maize Stem Borer Virus
(MSBY).
2. Çlonage du cDNA
. . L'étude de l'ARN génomique>du MSBY' fit apparaître un poids
moléculaire de 9, 4 Kb, et une terminaison polyadénylée de la molécule,
caractère commun à tous les membres de la famille des Picomaviridae. Le
clonage moléculaire du génome à ARN a été entrepris. Des brins d'ADN
127
Fjg. ] 6 : Traitement d'un champ de maïs à Kafr EI-Sheikh, à pal1ir d'une suspension de
granulovjrus de S. cretica. Seconde application du virus avec un pulvérjsateur à dos.
Dans le cadre de détail: Tige de maïs attaquée par 2 larves du foreur.
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ABSTRACT
A small RNA virus was isolated from larvae of the maize stem borer Sesamia
cretica Lederer (Lepidoptera : Noctuidae) . Sorne properties of this virus ( Maize
Stem Borer Virus: MSBV ) have been slUdied. Electron microscopie observations
of the purified suspention showed the presence of non-envelopped isometric viral
particles, 30 nm in diameter. The viral genome was composed of RNA, the \'irus
caps,id contained three major proteins ( VPl, VP3, VP4) with molecular weights
of 60 000. 45 000 and 28 000 as weil as one minor (VP2) with molecular weight
of 58 000 daltons. Immunodiffusion tests showed that MSBV was serologically
unrelaled to certain insect Picoma-like viruses. This new virus could he
provisionally arranged among the unclassified smal1 RNA viruses of.invenebrates
and represents a great interst as a bio!ogical control agent.
KEY WORDS : Sesamia cretica • Noctuidae RNA virus. Biocontrol agent
INTRODUCTION
Corn borers are considered among the major peslS in Egypl. This group of peslS arc nOl
easily accessible by the methods of chemical control, hence the real insect suppression requires
furÛ1er control measures which have the abililY to act in their target host . Among the major
corn borer in Egypt, Sesamia cretica Lederer, 1857 (Lepidoplem : Noctuidae) is the most
frequenùy observed', but two other lepidopterous larvae are serious pcsts : Ostrinia nubilalis
Hubn. and Chilo agamemnon Bles. (Awadallah, 1974) . The maize stem borer S. eretica is a
polyphagous insect on graminaceous, especially Zea mays , Saccharum officiarum and
Sorghum vulagare (Mosl.afa, 1981) .
ConLIol of this pest was limited in the use of chemical insecticides which represent at tenn
damage for the environment. Biological control by insect viruses had lo be considered . Within
the genus Sesamia only three viruses have been described for Û1e species S. calamistis
Hampson Uacquemard el al., 1985), Le. Nodamuravirus. Cytoplasmic Polyhedrosis Virus and
Nuclear Polyhedrosis Virus, but no viruses were recorded in S. cretica.
The present investigation, airns to characterize a smail isometric virus isolated From dead
infected larvae of S. cretica collocted From maize fields . Therefore, physicochemical
properties, serology and electron microscopy of this virus designated Maize Stem Borer Virus




S. cretica larvae used in this investigation \Vere originated from El Badrashin in the Nile
valley and Kafr El Sheikh in May and June 1990. They were reared in the laboratory on
semisynilietic media ( Bordat. 1980).
VIRUS STRAIN
Dead infected larvae were colleCled from maize fields at El Badrashin in 1\1:1)' 1990. The
virus was purifid and propagated in laboratory reared lan'ae infected per os.
PURlFICATION OF THE VIRUS
ExlIacl of inseclS. eiilier for infectivily assays or for virus characlerization, \Vere
perapred by homogenizing the infecled larvae in 0.05 M Tris-Buffer (TB ), pH 7.8, containing
0.5 & Sodium Dodecyl Sulfate. The extracl was squeezed through cheesecloth and the
emulsion was centrifuged al 8000 g for 10 minules. The supernalanl fluid was kepl and ilie
pellel was re-extracl twice afler re-suspending and sonificating in TB. The resulling
supemat.ants were mixed and lhe virus was pelleled by centrifuging al 14S000 g for 1 h 30 al
40 C. The pellet was allowed lo resuspcnd ovcrnighl in small volum of TB.
The panially purilïcd virus suspcnsion was d~posilCd on a 15 lO 45 % ( \\'f\V ) sucrase
gradienl in TB and centrifuged for 2 hours al 200000 g. The band cont.aining virus was
collecled and ilie parlicales were re-purified by an additional cycle of cenlIifugation on sucrase
gradient. The purified virus particles were ilien concenLIalcd as abave and slored at-300 C.
ELECTRON Y1ICROSCOPY
Purified virus suspenlion was negativcly slained with 2 % ( Wf'N ) umnyl aCeLale, pH
7.4.
DETERMINATION OFTHE CHEMICAL CO~\'IPOSITIONOF THE VIRION
Virus samples were leslcd for nucleic acid by the colorimelic method of Mcjbaum ( 1939 )
using oreinol and the diphenylanine rcaction ( Gilcs and Meyers, 1965) .
SPECTROPHOTOMETRIC MEASUREME~I"S
U. V. absorplion of purificd virus was examined lhrough wave lcnghts bclwecn 320 and 220
nm . The average ralio of optical densilies al 260 and 280 mn ( maximum absorption of nuclcic
acids and proleins respectively ) \Vas mesurcd .
ELECTROPHORESIS OF VIRUS POLYPEPTIDES IN SDS POLy ACRy ANMIDE
GELS
Molecular weighl and number of proleins were assessed by comparing lheir
electrorphoretic mobililies in 9% polyacrylamide gels (Weber and Osborn ,1969) with those of
..".
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standard marker proleinse : phosphorylase b (MW : 94000),bovone serum albumine ( 1vfW :
67000 ) , ovalbumine ( MW : 43000 ) , carbonic anhydsrase (MW: 30000),trypsin inhibitor
(MW:20100).
ANTISERA AND SEROLOGICAL TESTS
Antisera were prepared in rabbits by intraveinal injection of 1 ml antigen ( 500 mg / ml )
and intrarnuscular injection twice at weekly intervals with virus preparation emulsified in
Freund's complete adjuvant Gel immunodiffiusion tests were carried out in 1 % agrose using
0.9 % NaCI ( Outcherlony, 1648 ). The antiserum titer was determined and the highst was
selected. Reciprocal comparison of MSBV with the Picoma- like virus of LalOia viridissima
(fediere et al. , 1990 ) and Trunaca rufisquamata ( Fedieral et al., 1991 ) and thier antisera
were realised.
RESULTS AND DISCUSSION
Examination of purified viral suspension by electron microscope revcaled large numbcr of
isometric particles, 30 nm in diarneter ( Fig. 1 ). Uv extinction spectra of the virus showed a
maximum absorption at 260 nm and a minimum absorption at 240 nm, which characterize the
viral nucleoproteins. The average ratio of extinction at 260 nm to that at 280 nm was lA .
Purified virus particales reacted negatively with diphenylalanine and positively with orcinol,
which indicated the RNA nature of the viral nuclic acid. Electrophoresis of the viral protcins in
9 % polyacrylamide gels revealed three major bands with molecular weights of 60 000 ( VPI, )
, 54 000 ( VB3 ) and 28 000 daltons ( VB4 ) as weil as one minor band with molecular weight
of 58 000 dlatons ( VB2 ) ( Fig. 2 ).
Immunodiffusion tests showed that MSBV virions reacted strongly with the homologous
antiserum titrated by 1/128. Serological comparsion between MSBV and two Picoma- like
viruses of Latoia viridissima and Turnaqua rufisquamata revC3led that these viruscs wcre
seroJogically different Although a large number of small RNA viruses was' aIready isolaled
from insects, only a few number of these viruses were classified among three families :
Picomaviridae, Nodaviridae and Teraviridae whereas the others belong to the group .of
unclassified small RNA viroses of invertebrates ( Mattews, 1982 ).
Date recorded in the present investigation show that MSBV is a small, nonenvelopped,
isometric virus, 30 nm in diarneler . Its genome is composed of RNA and its capsid is form'cd
of three majors and one minor structural polypeptides. From the physical and chemical
properties of this RNA virus of. S. cretica, it is suggested to arrange it among the unclassified
viruses waiting for a complete characterization. Observations throught experimentally
infections realised for the production of large arnount of virus ( necessary for 'its
characterization ) and the natural epizootics observed in plantation, show that MSBV is highly
pathogenic and give it a great interest for its use as biological control agent a'gainst S.cretica.
this aspect will be developed in a next investigation.
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FIg. 1 : Elecrron m.crograph of highly purified suspenion of MSBV negatively stained in 2% .
maoyl acetale (X2SO.000).1· .'
'f
,..
Fig. 2: Electrophoretic analysis of,polypeptides in 9% polyacrylamide-SDS gel.
LaneA:MSBV
Lane B L Protein standards: phosphorylase ( MW : 94.000) • bovine serum a1bumin (
67.000) .ovalbumin ( 43.000 ) t carbonic anhydrase ( 30.000 ) t Trypsin inhibilOr (
.20.100) .
complémentaire ont été synthétisés et clonés dans le plasmide pEMBL 19+.
Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (P18). Le
plasmide recombinant contenant l'insert viral de plus haut poids moléculaire
(1, 8 Kb), dénommé pSc 39, fut scMectionné pour des études ultérieures. Un
fragment de restriction de pSc 39, d'origine virale, .et d'un poids de 250 b a
été choisi pour préparer une sonde spécifique de ce picomavirus. Cet outil
nous servira ultérieurement pour étudier l'état sanitaire des populations de S.
cretica dans un champ, et échantillonner, par exemple, les larves q~i ne
seraient atteintes que de picomavirose, ou bien celles qui seraient sujettes à
une infection double avec la granulose (SoGV), en applicant en second lieu la
sonde spécifique du Baculovirus.
D. Essai de multiplication des virus de S. cretica en culture cellulaire
Nous avons essayé la multiplication du ScGV dans plusieurs lignées
cellulaires. Seule la lignée de S. littoralis SPC-SI 52, déjà utilisée pour le
MlDNV, semble permissive, du moins jusqu'à un certain seuil. En effet, nous
n'avons pas réussi à purifier ni granule, ni virion, à partir de broyats
cellulaires, 8 à 10 jours après l'infection; par contre l'hybridation moléculaire
avec une sonde spécifique répond positivement, laissant imaginer la seule
multiplication de l'ADN. Des essais de multiplication se poursuivent dans
différentes conditions sur cette lignée, ainsi que sur la lignée de S. frugiperda
clone cellulaire 9 (Sf 9). L'obtention d'un système permissif intégral,
permettant la production de granules entiers et infectieux, sera un atout majeur
pour des études ultérieures sur ce Baculovirus.
C'est en essayant de multiplier le Picomavirus MSBV sur la lignée
cellulaire de G. mellonella Gm 120 que nous avons révélé la présence d'un
virus latent, lui aussi de type Picomavirus, mais différent du MSBV, en
particulier au niveau du nombre et du poids moléculaire des protéines
capsidaires. Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-après reproduite (P25).
L'élément original réside dans le fait que le résultat de l'infection avec le
Picomavirus de S. cretica consiste en une subite induction d'un virus, qui
persistait à l'état latent, et qui provoque alors de spectaculaires effets
cytopathologiques dans les cellules où se développe l'infection.
- Nous avons observé un phénomène similaire en infectant des larves de
G. mellonella présumées saines avec le MlDNV. En effet, le Densovirus ne
semble pas se multiplier chez cette espèce, mais induit le développement d'un
Picomavirus qui persistait à l'état latent chez l'insecte, et qui devient
subitement pathogène entrainant la mort de la larve. La caractérisation de ce
virus, lui-même différent du Picornavirus de culture de cellules se poursuit. Il
135
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Characterization of a Picoma-like virus isolated from the maize stem bnorer
Sesamia cretica Led. (Noctuidae) in Egypt.
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Summary
A small RNA virus was isolated from. larvae of SesaJllia
Cretica (Lepidoptera Noctuidae), the most important corn
borer in Egypt. Sorne properties of this virus (Maize Stem
Borer Virus : MSBV) have been studied.
Electron microscopie 'observations of the purified
suspension 'showed the presence of non-envelopped 'isometric
viral particles, 3° nm in diameter. The virus caps id
contained three 'major proteins (VPI, VP3, VP4) with
molecular weights of 60,000, 54,000 and 28,000, as weIl as
one minor (VP2) with molecular weight of 58,000 daltons. The
viral genome was composed of one single strand RNA with
molecular weight of 9,4 Kb.This viral RNA presents a
t'erminal poly Adenylate: sequence as the member,s of thé
Picornaviridae family.
Reliable and sensitive viral diagnosis tools, based on
immunoenzymatic test (ELISA), and non-radioactive nucleic
probe, have been developed. ,
This virus is ca~able to cause important mortality (96 %
in 8 days) by oral infection with high virus concentration,
for last instard larvae. This bioassay shows that MSBV is
highly pathogenic and thus presents interesting
potentialities as a biocontrol agent.
Introduction
Among, the major corn borer .in Egypt, Se-?amia cretica
Lederer, 1857 (Lepidoptera : 'Noctuidae) 'is the most
frequently observed. This maize stem borer is a polyphagous
insect on graminaceous, especially Zea mays, Sa ccharuIll
officiarum and Sorghum vulgare. Control of this pest was'
limited in the use of chemical insecticides, and
microbiological control by insect virus es had ta be
considered.
1994, lOBe wprs Bull, 17" (3), 241 - 245.
Two viruses were recorded in S. crètica, i.e.
Granulosis virus (ScGV)(Fédière et al., 1992 a) and small
RNA virus (Fédière et al., 1991). The present investigation
aims to characterize the small RNA virus designated Maize
stem Borer Virus (MSBV) in order to provide its
classification.
Results
1 - Virus strain
Dead infected larvae were collected from maize fields
at El Badrashin in june 1990. The virus was purified and
propagated from this time in laboratory reared larvae
infected per os.
2 - Electron microscopy
Examination of purified viral suspension by electron
microscope revealed large number of non-envelopped isometric
particles, 30 nm in diameter.
3 - Spectrophotometric measurements
U.V. absorption of viral suspension was examined
through wawelenghts between 320 and ~20 nm. The average
ratio of extinction at 260 nm to that at 280 nm was 1.4.
4 - E1ectrophoresis of the viral proteins
Molecular weigth and number of proteins were assessed
by comparing' their electrophoretic mobilities, in 9%
polyacrylamide gels, with those of standard marker proteins.
Electrophoresis revealed three major bands with molecular
weights of 60,000 (VPl), 54,000 (VP3) and 28,000 daltons
(VP4), as weIl as one minor band with molecular weight of
58,000 daltons (VP2).
5 - Antisera and immunological tests
Antisera were prepared in rabbits. Immunoenzymatic test
ELISA between MSBV and two other picorna -like viruses of
Latoia viridissima (Fédière, 1983) and Turnaca rufisquamata
(Fédière et al. 1'992 b),revealed that these viruses were
serologically different.
6 - Characterization of the viral RNA
Virus samples were tested for nucleic acid by RNAse and
DNAse before electrophoresis. This test indicated the RNA
nature of the genome.
The molecular weight and the number of fragments were
calculated after migration in 1% agarose gel in denaturing
conditions and comparison with RNAs genomes of Drosophila C
virus (Jousset et al. 1977) and L. viridissima Picornavirus
(Fédière et al'., 1990, Zeddam et al., 1990). In these
conditions the extracted RNA demonstrated to be 9.4 Kb and
that only one band was present.
The retaining of the RNA 'by an oligo (dT) cellulose
column indicated the presence of a poly(A)+ tract.
The viral RNA was used as template to generate a cDNA
genomic bank. Following the cloning of cDNA, plasmids were
obtained containing viral inserts of different sizes. One of
them, designated PSc39, contained an insert of 1.6-2.0 Kbp.
1994, IOnC wprs Bull, 17, (3), 241 - 245.
The physical map of this insert revealed a Hirid III-Barn HI
fragment of 250 bp which was used to prepare a cold nucleic
probe.
Conclusions
By severals of its properties, including a single-
stranded RNA genome approximatively 9.4 Kb containing a
poly(A)3' sequence this virus presents the salient features
of the members of the Picornaviridae farnily. Both the ELISA
tests and the nucleic probe provide efficients tools for
epidemiological studies in field conditions.
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Fig. 1 Comparison between clone 39 and pEMBL 19+
oy double digestion.
1. Clone 39 DNA.
2,4,6,9,11 and13' are clone 39 digested with
double enzymes as follows:
H;nd III, GIa I-Bam HI, GIa 1- Barn HI, Av; Il -
Hind III, Avi 11- Hind III, Bgl 1- Hind III and
Pvu "respectively.
3,5,7,10,12 and 14 are pEMBL 19+ double digested
with the same enzymes which used for clone 39,
respectively.
8. DNA molecular weight marker VI.
15. pEMBL 19+ plasmid.

















Fig. 2 Restriction map of the pSc 39 dernonstrating the restriction
sites of different enzymes
}94, IOBC wprs Bull, 17, (3), 241 _245.
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A persistent infection in a Galleria mellonella cell
!ine was revealed when infected with a maize stem
borer picorna.lïke virus isolated on Sesamia cretica
(MSBV). The new virus, completely differen~ from the
MSBV, is designated as G. mellonella cell !ine virus
(GmclV), induces spectacularcytopathic effects, and is
also considered efficient in vivo. The GmcIV is a 29·nm·
diameter üjometric virus, with single-strand RNA of 2.9 x
106 Da molecular weight with a poly{A) tract. Its capsid is
~ùl1smutedoi (111)" two major polypeptides, of 34,500 and
32,500 Da, and no minor bands could be detecteù. The
characteristics of the GmclV do not permit us to classify it
with assurance. Even though it has not yetbeen identified
as a picornavirus, it can be c1assified in the smnll RNA
virus group of the Picomaviridae. G. mellonella repre·
sents a very interesting model, owmg to the fact that two
different persistent viruses belonging to the SUffie family
were isolated in vivo and in vitro, to further the Wlder·
standing of the general phenomenon of persistency and
induction. 0 lOOOAcDdcmlcPro!l8, [nc.
KEy WOltOs: Galleria mellonellaj Lepidoptera; ceU.
.!ine; small RNA virus.
INTRODUCTION
Nonevident infections by microorganisrns are cur-
rently observed in insects (Quiot et al., 1983; Var. den
Heuvel et al., 1994). Persistent viruses, the rate of
multiplication of which stays at a low 13vel that is
perfectly tolerated by the ceIls, are regulariy" dted in
literature (Plus,' 1978; Oldstone, 1989; Friesen et al.,
1980; Jousset et al., 1993). GeneraUy, the phenomenon
of persistence in vitro is revealed experimentally after
infection with pathogenic homologous viruses and selec-
tion by successive passages of the ceIls, which does not
show cytCipathic ~ffect CDasgupta et al., 1994) or is
revealed by electron microscopy during routine analy-
1 'lb whom correspondence should he addressed at current address:
3 Street 3, Maadi, Cairo, Egypt. Fax: (202) 360 92 86.
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sis. Because of the low concentration of the virus in tl;e
ceHs, it is generally difficult to multiply it in vitro at a
sufficient rate to be purified and characterized and to
determine the mode of action with precision. Always,
the virusf:s found in these studies are multiplieci on
their host to be amplified. In 1981, Kelly et al. reported
the activf.tion of a persistent Baculovirus in a large
amount, c:'lring infectionwith other Baculoviruses.
As part. ofour laboratory program conccrning cellular
permisF:iivity, l'Il' have revealed such a phenomenon in
RNA viruses. During multiple tests ofits host range in
·vitro, expurimental introduction of the MSBV; a Picorna-
like virus isolated on 8esamia cretica (Fédièrc et al.,
1~91), in nn established cell line dcriving from ovari~
oles of Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae),
i..tduces the massive multiplication of anoth~r virus
which infects persistently this celI lîne. In this paper,
we describe this new virus, designated G. mellonclla
cell Line virus (GmlcV), a.nd discuss the possibilities
that this new model o{'''lat(:nt'' virus oITers...- ....
I1iATERIALS AND IIlETHODS
Gell Lines
Three G. mellonella cell iina=., deriving from avari-
oIes, a gift from Dr. J. M. Quiot (St. Christol-lès-Alès,
France), were cultivated in Gruce's modified medium
(Léry and Fédière, 1990), containing 15% fetal bovine
serum (FBS) and incubated at 27°C; The first cell line
was cultivated for more than 120 passages before being
used in tllf) experiments and was designated Gm120.
The second ceUline, derived from initial frozen ccUs of
the Gm120, was multiplied for fewer than 85 passages
and \Vas designated Gm85. The third cell line, newly
establishe1, w':'.s used between the 12th and the 15th
passage~ and de;,ignated Gm15. 'l'he first two ceUlines
\Vere ~tdherent ceU lines while the third one w'â'S
nonadher€:nt.
Virus
:1'1.1e Picorna-like virus isolated from the maize stem
bC:rGr S. cretica (Fédière et al., 1991) was multiplied in
0022-2011196 S18.00
Cnpyright 01996 by Acndemie Press,lnc:
Ail righl~ of reproduction in on)' form rescr\'cd.
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larvae of the host and reared in the laboraLùry. Purified
viruses in 0,05 M Tris bufTer, pH 7.5, were diluted in
Grace's modified medium without FBS and filtered on a
0.45-pm millipore filter. .
TheAutographa califomica Illulticnpsid nuc1ear poly-
hedrosis virus (AcMNPV), a gift from Dr. Croizier (St.
Christol-lès-Alès, France), was multiplied in 8F9 cells.
The infectious supernatant was filtered on a OA5-plU
milli pore fil ter.
Infection of Gells
Viral suspensions of MSBV at a concenLration of 0.1
aD/ml were used to infect 24-hr cultures of G. mel.
lonella celllines, seeded at 2 X 106 cells, and grown in
25-cm2 tissue culture Basks. After 2 hr contact, 1.5 ml of
viral suspension was removed and replaced by 4 ml of
fresh medium containing 10% FBS and the cells were
incubated at 27°C. The inoculum was kept for testing
and for an eventual evaluation of the quantity of virus
which enters the cells. Arter 5 to 8 days postinfection,
the fiasks were scraped with a rubber policeman anrl
the cells and medium were tested by ELISA test or used
for purification, Three successive passages of the virus
were performed to evaluat~ its infectivity, using 075 ml
of the infectious supernatant diluted with the same
volume of Grace's modified medium without FB8, un-
der the same conditions used for primary infection.
Fifty microliters ofAcMNPV infectious 8F9 superna-
tant at more than lOB PFU/ml (0.1 m.o.i.lce\l) was used
to infect 2 X 106 ceIls, grown in 25-cm2 tissue culture
Basks. The infection was performed as described above.
Morphological and Ultrastructural Gell Studies
Cells experimentally infected with MSBV and nonin-
feded cells were observed under a normallight micro-
scope or with a phase-contrast inverted microscope at
magnification of 100 to 500X. The cells were observed
for possible cytopathic efTect or changes.
For electron microscopic studies, the cells were pel-
leted for 5 min at 400g after 5 days and resuspended in
Grace's modified medium without FB8, containing 2.5%
glutaraldehyde (diluted in cacodylate bufTer), After a
1-hr fixation at 4°C, the cells were pelleted for 5 min at
400g and dispersed in 2%'low melting agarose at 38°C.
The cells were postfixed in 1% oSFl}ium tetroxide,
dehydrated, and then emoedded in pure epon. U1~ra­
thin sections were stained and contrasted according to
the method ofRelnolds (1963).
ELISA Test
For detecting the viral proteins, a specifie rabbit
serum was prepared by injeding purified virus as
previously described (Fédière et al., 1991). The inciirect
method of ELISA (cnzyme-Iinked immunosorbent as·
say) usinr. phosphatase IIlkoline was conducted nccord-
ing to Kelly et al., (1978).
Purification of the Small Virus
When cl cytopathic efTect was observed and in ail
cases, !.Jetween 5 to 8 days postinfedion, the cells
(appfllximately 5 X 106 cells/flask) were scraped from
the boxes and centrifuged for 5 min at 400g. The pellet
was t:-eated in STE bufTer (0,15 M NnCJ; 0.02 :\1 T'ris;
10-3 M EDTA; 0.5% Aprotinine; and 0.5'70 NP-40) for 5
min at 4·C under agitation. The trented pe1let and
supernatant were homogenized with Potter and III Lm-
sonicated. Mer centrifugation for 30 min at 15,000g,
the supernatantwas ultracentrifuged for 1 hr 30 l~in at
100,OOOg. The pellet was resuspended in 0.05 M 1'ris,
pH 7.5, overnight, was deposited on a 15 to 45% (\V/\V)
sucrose gradient, and centrifuged for 2 hr 30 min at
120,000g. The viral band was collectee! and the viruses
were concentrated as above and stored at -20·C.
Gharacterization of the Virus
Electron microscopy. Purified virus preparation was
negatively stained in 2% (WIW) uranyl acetate, pH 7.4,
and examined in an electron microscope. The viral
partic1e size was calculated by measuring diameter of
more than 10 c10sed partic1es.
Spectrophotometric analysis. UV absorption ofpuri-
fied virus was examined using a wavelength ofbetween
320 and 220 nm. The average ratio of optical densities
at 260 and ~~80 nm (maximum absorption of nucleic acid
and proteins, respecLively) was measllred,
Nucleic llcid analysis. N ucleic acid wns exLrncted
from purif.ed virus by a simplified procedure as foI10\\'5.
One milliliter oÎ 3.5 aD virions wns treatee! Lwice by
satur~.ted phenol in Tris (10- 2 11()-EDTA(10-3), pH 7.8,
for 10 min and was centrifuged at 12,000g .for 5 min,
then treated twice with chloroform:isoanlyi (2:1:1). Fi-
na1Jy, RNA was precipitated by cold ethnnol (2 vol limes)
••l:d 10% alllmonium'acetate overnight at -20·C. The
type and strandedness of the nuc1eic acid were eslab·.
Iished by Lreatment wi~h DNase (Sigma) ancl HNnse A
(Sigma) nnd then electrophorized. The RNA sizc W::lS
estimated by eledrophoresis in fonnaldehyde denatur-
ating agarose gels (1%) and the retention of the RNA by
an oligo(dt) cellulose column was used to detect the
presence Gf poly(A), according to thé methods recom-
mended by Mani::ltis et al. (1989).
Protein nnolysis, Pol)'peptidic profiles \\'ere anne
lyzed by SDS-PAGE' on 15, 12, ::Ind 9':'" gels by the
method of Laemmli (1970). 'T~n difTerent gels were
analyzed to deLermine the molecular weight of the
polypeptides.
..
RNA VIHlJS FROM Ïr. mcllolltllo CELL LINE
Serological lesl. Reciprocal comparison was' per-
formed between the MSBV and GmlcV, using the gel
immunodiffusion test (Ouchterlony, 1948).
Infection in Viuo
'I\venty-five larvae of G. mellonella were infected by
injection of8 X 10-3 OD/larve ofpurified GmclV diluted
in Tris, pH 7.5, buffer. The dead larvae were collected




Morphological an.d Serological Sludies
'l'hree days afler the infection of the Gm 120 cell line
by MSBV, modifications occurred in the cells. The cells
began to enlarge and detach from the flask walls, and
then they burst one by one and fioated in the superna-
tant, representative of the typical cytopathic elT~ct of
this infection, compared with noninfected cells (Fig. 1).
Six to 7 days postinfection, more than 75% of the cells
were affected. Morphological changes could be observed
in these cells, e.g., a condensation of the chromatin.
suggesting nuclear disintegration and cytoplasm trans-
formations. Electron micrographs ofvirus-infected cells
are shown in Fig. 2. First, the virus accumulated in
bags in the cytoplasm (Fig. 2a); nt the end of the
infection, the bags burst to liberate the virus into the
cytoplasm (Fig. 2b). Finally, the cells became full cf
vacuoles, corresponding to the cytopathic effect ob-
sCl"Ved under the light micro,scope.
Examination of infected cclls or infectious supcrna-
tant by the ELISA test, using the MSBV.specific serum,
revealed negative results. After purificatio~ o~ the
multiplied virus, the same test was always negative and a
serological study showed no relationship between the virus
produced by the G. mellonalla ~ell line CU;d MS.BV. .
Since this virus was conslStently mduclble, It was
probable that the virus existed i~ th~ cells in a l~tent or
persistent state. Careful exammatlOn of nomn~ected
cells of the same cellline processed for electron micros-
copy showcd that cells containing the virus c~uld be
detected (Fig. 2c). The percentage of cells showmg the
presence of the virus was relatively lo\y.
Using the two other cell lines, Gm85 and Gm15, no
induction ofJatent virus was observed using the MSBV
and no virus was,multiplied.
The same results were obtained for the three cell
lines, using AcMNPV. The multiplication .of the la~e~t
virus was induced in the Gm120, but no viraI multipli-
cation in Gm85 and Gm15 was revealed.
Characlcrization ofGmclV
Examination of purified vir,al suspension by electron
microscope revealed a large number of isometric par·
ticles, 29 nm in diametcr (Fig. 3). UV extinction spectrn
of the virus showed a maximum absorption at 260 nm
and a minimum nt 2'10 mn, which characteri7.e the viral
nucleoproteins. The average ratio of extinction at 260
nm to thatat 280 nm was 1.5. The elcctrophoresis of the
extracted nucleic acid afler treatment with DNase and
RNase indicated its RNA nature. Under denaturating
conditions, the RNA consisted of a single band, with an
estimated molecular weight of 2.9 X lOG Da. The
presence of a poly(A) tract was revealed after RNA
fragments were bound to an oligo(dt) column and then
eluted anù precipitated. Electrophoresis of the virnl
proteins in 9 and 12% polyacrylamide gels revealed the
presence of two major bands, 34,500 and 32,500 Da
(Fig. 4). No minor bands could be detected. The electro-
phor~tic profiles of M~BV and Gmc1V were completely
different.
Pa!hogenicity ofGmclV
The pathogenicity of the GmclV was tested against
G. mellonella cells and larvae. The superinfection of the
cells with the homologous persistent virus resulted in
the multiplication of the virus in the same proportion
as when it was induced by the S. cretica virus, 1
OD/flask. The same cytopathic elTects were observed.
Mer three successive passages of the infected superna-
tant, no significant decl'ease in the production of the
virus was noted. Five days postin fection, ail the lnrvne
of G. mellonella, injected with GmclV at a concentra·
tion of8 X 10-3 OD/larve, were ~~ead.Artcr purification
of the virus multiplied on thesr. hm'ae, production of 0.'15
OD/larve occl.lrred, and allthe m(;l!ll'd~ uscclto c!lnrncler-




Our results show that a \'irus-. which apparen l!y
infects a G. mellonella cell'line in a persistent mannel'
(GmclV) call be efficiently induced"to replicatc by the
MSBV and also by the AcMNPV. During this process,
no trace of MSBV 01' AcMNPV-éould be detccted,
indicating that they were not multiplied. Th? Gm~IV
appears to be completely different t!l~n the IOdu~llIg
viruses and does not refiect a selectIOn of a 1l1inOr
compcnenë of the viral inoculum. When it was induced.
the GmclV appears to be pathogenic. The cel1s were
completely destroyed 7 days postinfe~tion. ill.all?,
channes occurred in the 1:ells during the Viral mull1ph-,;atio~: modifications in the cytoplaslll where the virus
multiplied and disintegration of tbe nucleus. Gmc1V is
also pathogenic for tbe homologous larvae. . .
The characteristics of the GmclV arc PICOI"IHlVlrus·
like (Francki el al., 1991). The two principal Illelllbel's
of this group are represented by the cricket paralysi~
virus (CrPV) and the D"osophila C virus (DCV) (SCOttl
el al., 1981). Like the two rcference vinises, GmclV
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FIG.1. Cel! cultures of G. mellonella after 5 days. (a) Noninfected cells; (b) ce Ils infeded by the MSDV. Bar represents 25 lJm (both pan
at the same magnification).
contains a single RNA species with a poly(A) tract and a
molecular weight of 2.9 X 106 Da. Only the number of
polypeptides differs. CrPV and DCV are considered to
be constituted of three major bands, VP1, VP2, and
VP3, of molecular weight around 30,000 Da and a VPO
band near 39,000 Da, the precursor of VP2 and VP4,
which was not always found (Scotti et al., 1981). We
found or,ly two major bands, near 30,000 Da. In Picon
viruses the capsid assembly is via pentameric intern
diates composed of copies ofVP1, VP3, and a precun
prot~in.VPO, which gives VP2 and VP4 upon cleava,
in one of the final steps of capsid assembly, may
related to the encapsidation of the nucleic acid and
sl.abilization of the mature particle (Stanway, 1%
RNA VIRUS FROM G. mel/o/lella CELL LINE
FIG. 2. Electron micrographs of G. mi!llonella cells. (a) Cells infecled by the MSBV 3 days postinfeetion. Bar represents 200 nm. (b) Cells
infected by the MSBV 6 days postinfeetion. Bar represents 350 nm. (c) !'~onexperimentally infecled cells alter 5 days of culture. Bar represents
200 nm. V, virus; C, cytoplasm; N, nucleus.
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FIG. 3. Electron rnicrograph of GrnclV purified as described under Materials :lnd Methods, negatively stnined in urnnyl acetate. B
represents 200 nm.
FIG. 4. Comparison of the eleetrophoretic profiles of GmclV and
MSBV in a 12% polyacrylamide gel. Lane 1: GmclV; lane 2: marker
(reference proteins: 94,000; 67,000; 43,000; 30,000, and 20,100 dal-
tons); lane 3: MSBV.
VP4, linked to myristic a~id, and VP2 may play a role in
the uncoating of the nucleic acid (Ratka et al., 1989).
One possibility, if we consider that the virus persis-
tently infects the cellline, is to consider a repression of
1 2 3
the VPO, and the products ofits cleavage, VP2 and VF
Then, the two major. bands of the GmclV could .
considered VP1 and VP3. This will be in contradictil
with the great infectivity of the purified GmclV in vit
which is a prerequisite for the cleavage of VPO. But
:m.:.st be considered that the larvae of G. mellonella él
also known to contain another latent virus, difTere
from the virus isolated from our cell cultures (unpl
lished data). Another po~sibility is, considering Mac
and Eley (1991), that two bands of the vü:Us wée
close, that they 'Could not be separated by the tee
niques used or that the two bands reprcsent in real
(VPO + VPl) and (VP2 + VP3). Finally, we can a
consider the GmclV as a new member of the small R1
viruses, nonclassified. U nfvrtunately, sera from f
CrPV and DCV werè u.1available, so a serologi
community couldnot be performed to begin to ansv
this question.
Even if the placing of GmclV in the classificatior
viruses cannot be achieved with assurance, the qu
tion of the latency phenomenon observed arises. On
mellanella larvae; another virus is known to be dut
cally pen;istent (Zeddam, personal communication; 1
randel, 1994). The virus described as persistently inf,
ing the larvae is difTerent from the GmclV that
induced in the cell line. In rearings of G. mellaHi
obtain~d from Egypt, wc have revealed the same per
RNA VIRUS FROM G. meLLoneLLa CELL LINE
tent vi!"Us that was described by these authors using a
heterologous virus (unpublished data). These results
ask the problem of the origin ofthese two viruses. Is the
latency du~ to a genetic modification of the virus, a
cellular reaction, or adaptation? Sorne authors have
tried to answer this question. Dasgupta et al. (1994),
studying 20 cell lines experimentally persistently in-
fected by baculoviruses, indicated that the establish-
ment of persistent infection is not due to a mutation in
the virus genome, but suggested the possibility that the
first event in establishment of persistent infection is a
change in the expression of one or more cellular genes.
This conclusion may be considered with regard with the
positive results we have obtained after several pas-
sages of the infectious supernatant in uitro, which
indicate that once the virus was induced, it keeps its
faculty to replicate. We can imagine that when the
heterologous virus induced the multiplication of the
persistent virus, probably due to a derepression of the
cellular system, too much virus is present in the cells to
stop it. The inoculum used for the passage contained
large amount ofviruses (0.2 OD/flask), and the repres-
sion cellular system was not efficient. Th study this
point, different concentrations of inoculum could be
used.
The general phel).omenon of induction of a persistent
virus in an insect cell line is of interest becausc it
mimics in part the situation found in sorne insl)('ts, in
which infection of a particular insect species by :::. virus
from a heterologous insect species results in the test
insect succumbing to a disease caused by a virus typical
of the homologous species (McKinley et al., 1981). The
model we have described represents a new model of a
complex of RNA viruses that persistently infected the
host and a homologous cell line. As the activation of
latent virus in vivo represents a focus of interest
regarding the biological controis (Kelly et al., 1981), the
in vitor and in vivo models op. G. mellonella, with two
different viruses belonging to the same insect group,
could contribute to the stûdy of the replication of the
induced virus and their possibilities.
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sera intéressant de comparer au niveau génomique les 2 souches de
Picornavirus latents, des lignées cellulaires et des larves de G. mellonella, et
d'essayer de comprendre les ph~nomènes de persistance et d'induction.
E. Les virus d'Ostrinia nubilalis .
La pYrale du maïs, O. nubilalis, est un foreur cosmopolite, qui est à
l'origine d'importantes pertes de récolte, aussi bien en Europe, qu'en Amérique
du Nord. De ce fait, la biologie de cet insecte, et en particulier la pathologie,
ont été particulièrement travaillées, mais aùéun virus n'avait jamais été décrit
chez ce ravageur.
1. Le Baculovirus de granulose d'O. nubilalis
C'est sur la station expérimentale de Sakha, à Kafr EI-Sheikh, en
septembre 1992, que nous avons échantillonné des larves naturellement
malades, présentant des sYmptômes laiteux. L'agent pathogène s'est avéré être
un Baculovirus de granulose que nous avons réussi à purifier (Fig. 17), mais
en faible quantité. Cet échantillon a été consérvé comme souche virale de
référence. Depuis, il nous a été impossible de retouver cet entomovirus dans
la nature, mais des prélèvements systématiques ont toujours lieu.
2. Le Tétravirus d'O. nubilalis
Un an plus tard, en septembre 1993, c'est en menant une étude de
dynamique des populations de S. cretica autour de la localité de Baltim que.
nous avons prélevé des larves de la pYrale du maïs pour les mettre en élevage
au laboratoire. Des cas de mortalité se déclarèrent et nous isolâmes un virus
libre icosaédrique de 35 nm de diamètre possédant un génome à ARN. La
capside du virion n'était constituée que d'une seule protéine d'un poids de 61
000 daltons. Ces éléments semblent rapprocher ce petit virus à ARN de la
famille des Tetraviridae. Nous n'avons pas réussi à multiplier ce virus en
grande quantité et les études restent à poursuivre.
II. Les viroses des insectes ravageurs du cotonnier
En Egypte, les champs de coton couvrent le l/6ème des terres cultivées,
et cette culture pérenne rapporte une part importante de devises à
l'exportatton. De ce fait, une attention toute particulière a été apportée à la
surveillance phytosanitaire des plantations. Les deux insectes ravageurs les
plus importants sont le Noctuide défoliateur S. littoralis et la teigne foreuse de
capsule P. gossypiella , appelé vers rose du cotonnier.
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Fig. 17 : Suspension purifiée du granulovirus d'O. nubilalis examinée au microscope
électronique après contraste négatif au phosphotungstate de sodium
(Grossissement x 37 500 ).
A. Les virus de Spodoptera littoralis
La noctuelle S. littoralis connu comme ravageur du cotonnier est en fait
le défoliateur polyphage par excellence puisque nous le trouvons aussi bien
sur les graminées que sur le tabac ou certaines cultures maraîchères. De par
son importance c'est un des insectes le plus étudié en Egypte, et son élevage
sur milieu artificiel étant complètement maîtrisé, il est utilisé pour de
nombreux essais bilogiques.
1. Le Baculovirus de granulose de Spodoptera littoralis
Nous avons démontré que la souche de granulose de S. littoralis (SIGV)
que nous avons ramenée de Côte d'Ivoire, était infectieuse pour les larves de
cette espèce en Egypte. Ce fut l'occasion de caractériser ce Granulovirus en
étudiant son ADN génomique. Ce travail a fait l'objet d'une publication ci-
après reproduite (P20). Les outils de diagnostic qui ont été mis au point
serviront à comparer ce virus avec une éventuelle souche sauvage égyptienne,
et dans ce cas, à mettre en place des études épidémiologiques de la virose.
2. Le Baculovirus de polyédrose nucléaire de S. littoralis
Le Baculovirus de polyédrose nucléaire deS. littoralis (SlNPV) est le
premier entomovirus qui a été mis en évidence en Egypte (Abul-Nasr, 1956).
De très nombreuses études ont été menées depuis sur son utilisation comme
agent de lutte biologique contre l'insecte hôte. Nous avons participé à l'étude
des populations naturelles de ce baculovirus qui a montré des différences dans
les isolats selon leur origine(Abol-Ela et al., 1996).
B. Les virus de Pectinophora gossypiella
1. Le Picomavirus de Pectinophora gossypiella
A partir de larves malades récoltées en champ de coton, un nouveau
virus libre à ARN de 27 Dm de diamètre a été isolé. Nous avons participé à la
caractérisation de ce virus qui a fait l'objet d'une publication ci-après
reproduite (P22). Ce Picomavirus ne possède pas un pouvoir pathogène élevé,
mais sa multiplication affaiblit les larves et sa transmission verticale permet le
passage à la descendance de ce caractère. De ce fait, il pourrait jouer le rôle
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ABSTRACT
A Granulosis virus isolaled from Spodoptera littoralis Boisd. (Lep.
Nocluidae) in Cole d'Ivoire more lhan 15 years aga was mulliplied in Egypl
on lhe insecl hosl and characlerized. The size. of lhe DNA of lhis Baculovirus,
lhal we name SI GV, 'Vas eslimaled lo be 108 Kilobases atid reslriction
pallerns have been drawn up for 15 endonuc!eases. Viral diagnosis methods,
immunoenzymatic lest. ELISA and genomic probe, have been e~lab]ished and
lried oul for epidemiological sludies of lhe disease. The virus was compared lo
oUler GVs of Sesamia cretiea, Phthorimaea opercuJeIJa, Cydia pOlllolleIJa,
ChiJo illfuseateIJus and Oyptophlebia Jeueotreta using lhe saIlle technique.
Kcy words: Granulosis virus, Reslriclion endonuc!ease. Spodoptera
littoralis,
INTRODUCTION
A Granulosis Virus (GV) was isolaled from the Egyptiall'collon leaf
wonn Spodoptera littoralis. Boisd. (Lepidoplera: Nocluidae) more lhan 15
years ago i.n CÔle d'Ivoire This species is an economically imporlanl
polyphagous pesl allacking collon, vegelables, rice, maize and 'lobacco in
many lropical and sublro'pical regions of Africa. The Baculovirus was purified
for bioassay and for produclion using mass rcaring of lhis pesl on an artificial
diel (Baillon, 1983). A slrain of lhis palhogenic GV lhal we name SI GV
-919-
-920-
(isolate 1 from 130uake ill Cole d'Ivoire) is 1I0W currelllly 1Il1l1l;plied ill Egypl
0.11 larvae collected frolll the lield alld reared 011 semi-nrtiticial diet
The present work is considered as a parI of a laboratory program
concerning the i~lter-relationship between the dirlcrent viruses isolated from
S.liltoralis and their hosl. The objective of the characterisatioll of titis virus is
to delect the appearence of other or local GVs infecting lhe same hosl
regarding the geographical distribl.ltion of lhis pest, as weil lis Ille possibilily of
ii~cluding this baculovims in the application strategy. Il is imporlallt to
llIelllion that lwo sllla/l RNA vimses \Vere recelllll)' isolaled from IIHlura/ly
infected lélrvae. 'aml the gelletic recolllbillaliOIl mllollg.\" liffrmdis NPVs is
aiétually undcr study.
ln the present IIlvesligation. we reporllhc /irst DNA characterizatioll
using restriction endonlldcase (REN) alld viral diagllosis of tlte :~'I(jV
Actually, work is going on to find an elldemic ,)'IGV stmill in Egypt which




... The granules were obtailled from Ilatmal inlcctiolls of S. littoralis
Imvae collected [rom collon fields. This virus was isolated in BOU<lke in Côte
d'Ivoire and purified by Dr. Pierre Mons:lI raI and M.Fr:lIIsois Bailloll
(ORSTOM). This isolate was propagated ill the Egyptian S. liflomlis larvac
and the viral suspension is available at the Entomovirology Laboratory,
Faculty of Agriculture, Cairo Univcrsily.
G rallulcs IHu·ification
The infected larvéle were homogenized in 1'.S. bulfer (50 mM Tris, 2
~lïM SDS, pH 7.8). The homogenized viral suspension was filtered and
c1arified, then él sérics of successive sedimentations on continllOllS sugar
gradient 30/70% (p/p) using ultracentrifugalion at 45 O()O g for 30 minutes
was conducted. The highly purified viral granules were checkcd by
spcctrophotometer DU-70 through 450 nm wavelenghl. The vjral suspension





Purified viral suspension was negativel)' stained wi/h 2'Yc. (W/W) uran)'1
acetate, l'II 7.4.
UNA cxtnu:timl
The extraction of DNA l'rolll the jJlIrilied GV capsules was carried out
using the procedures of 'Fedîcre et al., (1993). The DNA \Vas releaseu from
pmilieu virus particles bya trealment \Vith 0.05 m Na2C03, {hen Iyseu with
sarkosyl altu proteinase K at 37 oC \Vithin 2 hOllrs. The exclusioll of the
protein frolll the DNA suspension \Vas eondllcled throllgh 3- phenolic
èxtractions. The DNÂ 'was precipit<lled by addition of 2 volullles or absolute
ethanol in j>lesencc of sodiulll acclale (1l.3M Iinal ) lor 1·\ houls al -211 \lC
Arter rapid cenIJiI"ug:ltion. (he pcllet mis washed in 711'Yc. <:lh:lIIol ami
incubateu il,l T.E. buller. The concentration of IJNA was linally Illeasureu
accoruing to its optic uensity throllgh 260 nlll wave Icngh.
Rcstdctioll cnzymc t1i~cstion ;\IId ~c1 clcctrophol'csis
Viral DNA (Iug) \vas digested in a linal \'olullle of20 ul, for 4 Il al )7
Co, with restriction cnuolludeases using the conditions rceomlllcmlcd hy the
suppliers (13ohi"Cinger). Elcctrophorcsis was carried out using 1% agarose gel
in Tris-EDTA-Phospha~e buller ('l'El» (\)0 mM Tris-Phosphale, 20 nlM
EDTA, pH S.O) containing 0.5 ug/ml ethiuilJlll bromide. Elcctrophorcsis was
carried out at 50 Y fo~ 2 h. The gel \Vas visllalised and photographed on a UV
transilluminator. Th~ size of the DNI\ fwglllenis was esl.illlated hy
conlparison \Vith fragments of lalllbda IJNA digested with Ilind III (lIlarker
Il), lalllbda DNA digestcd with bath Eco lU and Ilind III (marker III) and
SPI' 1 DNA digesled with Eco lU (lIl<lrker VII).
Nudcic prohe aI\(l h)'hridizatioll
The digoxigenin-Iabelled SIGY. DNA probe \Vas applied according to
the protocol recommended by the suppliers (Boerhinger). The sa\lle protocol
\Vas applied for the hybridization "dot blot" technique in order to deterllline
the probe tiUe. The Southern blot method (Southern, 1975) was applicd to
verify the prcsence or' the total fragments of the genOll\e and for.deteeti IIg the
sequence hOlllOlogy bet",cen the SIGY DNA and that of Sesrimia cretica GV
(ScGY) (Fedicrc et al., '993). This illsect is a lIoctoid pest of lIlaize in




For deleclillg lhe Baeuloviral proleill. a specifie rabbil serum \Vas
prçparcd by iluecling lite lOlal prolein or granules viriOli~. The illdirecl
melltod of ELISA lesl "Enzyme Linked Immuno Sorbcnl Assay" usillg lhe
l!:l~aline pltosphalase was conducled according lo Kelly et nI.... (1 97H).
RESULTS ANI> DISCUSSION
The c1eelroll microscopie examinalion of purified viral suspcnsioll
revealed lhe presence of ovoid-sltape grallules measurillg J50-370 x 170-190
Illll (Fig. 1) lhe' fille observalion of lhe grallule slruclure Indiealed lhe viféll
parlicle envelope as .well as ils nucleocapsid.
. '" The purified DNA of SIGY \Vas digesled by 15 elldolluclCéises of
é'urrenl use. No reslriclion siles \Vere observed ",ltell lltc gellome \Vas digesled
will. Hpa l, Nol l, Sma 1 alld Sph l, ",ltile ollly l\Vo reslriclioll silcs \Vcrc
delecled by Slu 1givillg lwo fragmellls of7.2 and 9H Kilobases (Kb).
..:'~ B
However, lhe digeslion by lhe endolllldeases Bum III, Bgl II. Eco RI.
~co RY, Hind Ill, Mill l, PsI l. l'vu Il. Sail and Xho 1 revealed dillc.-elll
c!~plrophorelic profile's cOlllposed of II, 15. 14. 19. 1H. 14, 16. 12. 12 and Il
fragmenls, respeclively, in wltich lite sizes are SItOWII in Table (1).
~ .. . . :
. 1. The molecuhw weighl of lite gellome ",as eslimaled by addition of lhe
s!~c of aH fragmellls in each eleclopltorelic profile. The. meall oflhe DNA
molecular wcight was aboul 108 Kb.
'Id ...
Using lhe equivalelll endollucleascs for genome digcslion, lite
cleclrophorelie profile of SIGY was nol idenlical witlt lhose of oll,er GY DNAs
ulr~ady characlerized from lite following species: Sesnmin creticn. slraill of
Cairo, Egypl, (Fediere et al., 1993), Chilo iI~/;lsc(]tellus. slrain of Coimbalore,
"I;"qia, (Easwaramoorllty alld Cory, 1990), jJhthorimaea operculelin. slraill of
~Li!na, Peru, (Vickers et al., 1991), Oyptophlehia leuco'trdn, slrain of Cape
ycrde Island, Guinea, (Jehlc et al., 1992) and Cydia pomo/lella. slrain of
N,l~xico,Mexico, (Crook et al., 1985) (Tables 2,3,4 and 5)..
\ (';'1
A tOlal nucleic probe labeling wilh Digoxigenin was prcpéllcd. The
capacily of lhis probe for detecling lhe viral DNA \vas lesled using lhe dot-blol
l6~llIlique, the deposil of 2ul was capable for delecling 5.pg of DNA. Tite
(~bcive mentioncd indhod was used for deLeclillg lite hom%gy beLween SIGV
Q~A and ScGV DNA. The lattcr insecl is a nocloid pest of maize in Eastern
!Urica and the mosl important borer in Egypl. No sign of recognilion was




Fig. (1): Electron micrograph of purified inclusion bodies of Spot/optera lilloralis















Table (1): Estimated sizc (in Kilobases) of Spodoptera IittoraliS GV DNA fragments
after digestion with 10 resuiction endonucleases.
-.. -.
Pst 1 Bgl 1 BarnHI Hlnd II EcoRV Mlu 1 Xho 1 Pvu II Sai 1 EcoR 1
A' 25 20 23 . 22 16 21 24 22 23 21
B 21 17 20 16 12 18 17 18 20 20
C 9.9 15 16 12 9.8 14 12 15 ~ 19
7.1
.----f--. f--_.-
E· 14 15 8.8 8.4 12 11 13 9.4 15
- - --
_....-
0 6.9 13 13 8.2 8 7.6 6.6 7 6.9 11
- 1--
G 6.7 12 12 6.3 4.8 6.2 . 6.5 6.5 5.9 5.9
H 5.6 10 7.6 5.7 4.6 4.9 5.7 6.3 5.9 4.4
r 4.8 8 5.4 4.9 4.1 4.4 4.9 6 5.2 4.1
J 4.3 3.8 3.8 4.6 4 4.2 4.7 5.1 3.7 2.8
K 3.8 3.5 2.6 4.4 3.5 3.5 3.8 3.3 2.9 1.7
L. 3.4 2.5 1.7 3.5 3.4 2.9 2.8 3 2.8 1.6
M' 3 2.1 3.3 3 2.5 2.4 2.6 1
N 2.3 1.9 3 2.7 2.1 0.9
0 . 1.5 1.8 2.8 2.6 1.5 0.8
p' 1.3 1.4 2.1 2.4





. TOTAL 107.7 126 120.1 111.9 95.2 105 99 108 103 109.2
925·
rtg. (2): COlllp;\rison of e\eclrophorel\c profiles of restrictcd SIOV and ScOV genolllic
DNA ln 1% flgrose gel.
Lnne 1 : &0 RI <Iigest of ScGV DN"
Lnne 2 : l!co III t1igc~t SIUV DN"
Lnne J : InlllWR ONA t1igestcd wirh IIlntllll (MRlker Il>
Lnne " : Pst 1digest of ScGV DNl\
Lnne 5 : Psi J digest of SIUV DN"
Lnne 6 : lalllWR DN" digestcd WiUl Eco RI Rnd Jlind III (MRrker III)
L,ne 7 : Eco RV digest of ScOV ON"
















l'Olllparisoll of Slloc/0IJtr/"(/ li((ora/;.I" GV, SC.lrl/I/;(I (,l'I'li('(I UV. 1'hllwrÎlJ/tu,(/
0IJC/"cl/llcla G V. Cytl;(/ IlOll/ol/cllo G V, CMlo ;u/".I·wlrl/"s U V mit!














Spodoplera Sesamia Plll/lOrimaea Cydia Clliio Cryplophlebia
littoralis cretica opercullela pomOr/ella infusca tel/us leucolrela
(Bouaké) {CairoL_~~ (Mexico) (Coimbatore) {Cape Verde Island
A 23 25 25 25 19 3?
B 20 21 17 25 1.9 16
._----_.
C 16 19 11 15 1G 9,05
0 15 13 11 9,5 15 9,75
E 13 10 10 ---~,?_-__o~.____ _.__7.!.r.2_____
------F 12 7,3 !l
--_!!.(~--- --~.,~--_. . - .__._--~!!!\~-_..... ----_.- ----
G 7,6 .. 5,4 --~~!_--__G_.~___. 'I,?__ .____f!~..!.! !1 ____,
--H 5,4 3 0,1 _ ~_,9__ __...§_,4__ G,0.9____
l, 3,8 2,3 13 5,7 3,0 6,2
---
J 2,6 .3__ __5,~ 2,5 5,0
K 1,7 2,85 3,9 1·;0 2,!,













. -_ .... _.- ... -.-
_..
.. .. ~ _0- ._. _......_ . . .. - .
V
--- - -----
--- - -.-- ---_..
... --_ . .... _."--.-._- ---- .. -.. ---
Total 120,1 106 114,2 125,5 106,3 112,25
Tnblc (3):
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COlllparison of Sp0c/ClfJ(CreJ {;fluralis av. Scsalll;a crcf;ca av. P!lffwr;lIIaca
opcrclIllela aV. CJ'cI;a [)ol1lollella a V, C!lila ;lIjllscatcfll/s av and




Spodop/era SesaOlia PII/llorimaea Cydia Chilo Cryp/ophlebia
fil/oralis ere/ica' opereullela pomonel/a 'n(usea/ellus leueo/reta
(Bouaké) (Cairo) (Lima) (Mexico) 1 (Coimbatore) Cape Verde Island
A 21 19 19 28 1 B 17
B 20 10 18 22 13 12,00
C 19 15 13 17 9,3 0,50
0 15 14 13 13 7,2 8,30
E 11 7,7 12 10 7,2 0,30
F 5,9 5,1 9,4 6,4 6,7 7,GO
G 4,4 4,8 . 7,9 5,0 6,3 7,30
H 4,1 3,1'. B,6 5,0 5,1 5,5
1 2,8 2,B 3,7 4,9 4,7 5,0
J 1,7 2,4 3,2 4,8 4,3 5,0
K 1,6 2,1 2,9 3,9 4,0 4,5
L 1,0 1,B 0,6 3,1 3,0 4,0
M 0,9 1, 1 0,6 1,7 3,7 4,0
N 0,8 0,9 0,1 1, 1 3,5 3,70










Total 109.2 98,5 110 125,9 112 112,83
. .._--
- ______ • _O" ._ .. _.
















COlllpal'ison or ~il(ld(l/llcr(l litto)'alis GV, Sc.wmia ('n'li('(1 (1 V, l'lttllO)'im(/('(I
lIf1crCllllcla GV, Cydia 11(})lIollclla GV, Chilo illf/lsmlcll/l.\· (iV und














Spodoptera Sesamia Ph/horimaea Cydia Chilo Cryptoplltebia
li/lor81is cre,fica opercullela pomonella 'nfllscafelllls leuco/reta
(Bouake) (Cairo) (Lima) (Mexico) 1 (Coimbatore) !ICape Verde Island
A 24 21 28 35 22 37
B 17 19 15 24 17 24
C 12 16 12 13 1 1 23
0 1 1 13 1 1 8,5 1 1 12
E 6.6 12 10 B,I 10 12
F 6.5 7,9 9 7,2 D,50
,1 4,6
---G 5.7 5,5 6 6,7 7,00
1
--
H 4.9 4,4 6 5,4 5,8
r;-- 4.7 2,9 5,6 5,1 5,6
J 3.B 2,7 4,3 4,2 3,5
K 2.8 2,7 4,3 3,6 3,3
L 2,5 1,6 1,5 2,2 '
M 2,4 1,3 2,1









Total 99 118,8 112,40 124,4 114,60 __~~60_
. Table (5):
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Comparisoll of ,siJOdoplcra lil/oralis GY. Scsalllia crelica GY, "PII/Izorilllaea
0pCl"cl/llc1a GY and Cydia pOlllollcllu GY DNA's fragments arter digestion
wiliJ Hind III (in Kilobases)
1 Spodoplera Sesamia P/llhorimaea Cydia
littoralis cretica operculle/a pomonella
(Bouaké) (Cairo) (Lima) (Mexico)
A 22 25 20 92
B 16 23 15 33
C 12 20 la
0 0,0 1 1 9
E 0,2 71 " 7,3
F 6,3 7,1 7,3
G 5,7 7 6,11
H "4,9 6,7 5,8
1 1\.6 6,2 4,3
J 4,4 3,4 ",0
K 3,5 3,2 3,9
L 3,3 2,6 3,7
M 3,0 0,9 3,5
N 2,0 0,7 3,3





T l , 1
U 0,8
V 0,7
Tolal 111,9 1211,8 115,5 125
arter obtaining the c1ectrophoretic prolïles of rcstricled ,"J'/GV and ,,>'cGV
genolllic DNA by Eco RI. Pst 1and Eco V (Fig. 2). bi SOlllhern b!ot lecllllique.
did not permit the recognition of ail the c1ectrophoretic fragments hy Ihe probe
1 0,'
which confirm its specificity.
.: An antiserulll titcred as 111200 was prepared lIsing ail dissolved
proleins (the grallulin and the capsid proteins). By applying the ELISA test
wilh the alkaline phosphatase indirecl mdhod, J ng of the dissolved protcins
\Vas delccted. An cqùal 'concentration of Sc GV viral proleins \Vas less
intensivcly visible using the saille lest lor deteclioll.
The partial hOlllology bct",een Ihe Iwo types of virus dclecled by ELISA
tesl \ÙIS due to the presence of Ihe same sequence coding for the prolcin of
high degree of conservation (Ihis resull \Vas confirmcd by EUSA lest. white
the eleclrophorcl ic profiles of Ihe 1\\'0 viruses \Vere cOl1lpletcly li iITerent).
The two viral diagnostic tools. which \Vere prepared and litercd in the
present study, reprcsenl cerlain illlporlance for the stLldy of -,"Ji}()(/optera
littora/is viral epidemi.ology. Such a study is highly reqllired for the
deterllli nation of 1he viral existence alllong nalmal pest populal ions, as weil as
its persistence. These. observations are needcd lor l1Ianaging Ihe biological
control strategy.
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A NEW RNA PICORNA - LIKE VIRUS IN· THE COTTON PINK
BOLLWORM PECTINOPHORA GOSSYPIELLA. (LEP.: GELECHIIDAE)
IN EGYPT .
A. MONSARRATe), S. ABOL-ELA ('). I. ABDEL-HAMID e), G. FEDIERE ('). G. KUHLe),
M. EL HUSSEINI e) & J. GIANNOTII (')
e) French IEgyptian Virology Labo, Faco of Agriculture, Cairo University. Giza, Egypt.
e) Station de Recherches INRA-CNRS 30380. St Christol-les-Alès, France
e) Biological Control Labo, faco of Agriculture. Cairo University, Giza, Egypt
A new virus infecting the pink bollworm Pectinophora gossypiella has been
detected and purified from dead larvae collected from naturally infested cotton
fields. The purified icosahedric virions measured 27 ± 1 nm in diameter and
contained RNA genome. Three capsid proteins of 31.7, 32.6 and 47.4 Kd have
. been separated on polyacrylamide ge1. The purified virus was not highly infectious
to the host larvae revealed while the pupal period survived from infected larvae
was significantiy prolonged. ·The virus particles infecting the midgut cells are
groupcd in paracrysta11in arrays. The virus was vertically transmitted through
infected adults. The main charactcriSlics of this virus place arc quilc relativc lo the
Picornavirus group.
KEY-\V.ORDS: Pectinophora gossypiella. RNA Virus, picorna-like virus, charac-
terization, cotton, Egypt.
The cotton pink bollworm, Pectinophora gossypiella Saunders still considered as one of
the most important ~orldY'ide spread pests of cotton. In Egypt, cotton .fields represent about
1I6th of the total cultivated area, heavy losses are yearly recorded due to the attack of P.
~ gossypiella. Chemical pesticides were applied for a long time witho~t satisfactory results.
So, alternatives to pesticides (e.g. selected varieties, use of pheromones. and release of
natural enemies, etc...) proposed to control the pest populations, are urgently required.
Sorne entomopathogens have been isolated from P. gossypiella: an infectivc bacteria, as
well ~. two pathogenic protozoae which have been successfully transmitted and classified
as Mattesia grandis Mc Laughlin and Plistophora sp. (Metalnikov & M~talnikov, 1932;
Ignoffo & Garcia, 1965). .
The first record of viral Infection among P. gossypiella populations was reported by
Smith & Rivers (1956). In 1966, Ignoffo & Adams mentioned the occurence of a reovirus
(Cytoplasmic Polyhedrosis Virus) infecting the midgut epithelial cclls. Further studies on
the pathogenicity of this virus and its infl.u~nce on adult longevity, fecundity and diapause
were also reported Bullock et al. (1970), Bell & Kanavel (1976), Bell (1977). Pectinophora
gossypiella is known as an alternative host· to certain lepidopterous entomoviruses. The
Autographa californica nuclear polyhedrosis' virus (AcNPV) is considered to be highly
infectious to pink bollworm larvae; field trials, using AcNPV formulations, had been carried
out in Arizona to control this pest (Vail et al., 1972, Bell & Kanav~l, 1977).
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Search for new viruses infecting P. gossypiella had been condJJcted in Egypl three ycars
ago. In the present survey, the screening was principally carried out among dead larvae in
the stqred cotton bolls during their diapausing pcriod. Through the permanent examinalion
of dead larvae, a new'free virus, proposed as PgV in the present paper, was isoJated and
purified; certain biological characteristics were also studied.
MATERIALS AND METHODS
LABORATORY REARING
A continuous rearing of P. gossypiella was carried out in laboratory using a semi
synthetic diet (courtesy of Giret) modified from that of Cryptophlebia leucotreta (Couilldud
& Giret, 1980). Such modification consists of the introduction of Pharmamedia (a cotton
seed-dried protein nutrient) and the reduction of water content. The rearing was conducted
in an incubator under constant parameters of temperature: 27 ± 1°C, relative humidity: 80%
and photoperiod: 14 H.
VIRUS SCREENING
P. gossypiella larvae were direcLly collected from cotton bolls obtained from naturally
infested cotton fields as weIl as from stored bolls on farrns roofs which contains diapaused
larvae. Oead larvae were individuaJJy exarnined for viral inclusion bodies delection. Smears
have been prepared and stained with Methyl blue, then examined with light microscope
through oil immersion lens. For screening of non-occluded viruses, the suspected larvae
were collectively crushed in 0.01 M Tris SDS (pH 7.5), filtered Lhrough cheese-cloth.
Suspension was c1arified by 10 and 30 min, successive centrifugations at 3000 and 15000
rpm re'sJ>ectively using a Beckman 12 21 centrifuge lA 14 rotor. Thc supematant was then
sedimented at 35000 rpm for 2 hrs using a Beckman L7 ultracentrifuge Ti 55.2 rotor. The
suspected .virus particles in the resuspended pellet were purified on sucrose gradient
(15-45% WW) using SW 28 rotor at 27000 rpm for 2 hrs. Suspected viral band was
collected ~sing a B.eckman DU 70 spectrophotometer. Grids of concentrated virus suspen-
sion were negatively' stained with PTA and then examined through a Phillips 400T electron
microscope.
ANALYSIS OF VIRAL NUCLElC Aero AND PROTELNS
Nucleic acid was extracted by phenol-chloroforrn after proteinase K action during two
hours at 55°C and then precipitated in glacial absolute alcool. Analysis of PgV capsid
proteins was conducted using SOS-PAGE according to Laemmli (1970). Number and
molecular weights were estimated comparing their electrophoretic mobilities to those of low
molecular weight electrophoresis calibration (Pharmacia Kit). .
ULTRASTRUCTURE
Small fragments [rom infected insect tissues (midgut and [at body) were prefixcd in 2%
glutaraldehyde and po~t fixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated and then embedded in
pure epon. Ultrathin sections (500 Â) were stained and contrasted according to Reynolds
(1963), then examined through transmission electron microscope.
SEROLOGY
Viral antiserum has been produced by three successive injections in rabbi t, the first two
injections were conducted using 0.5 ml of 2.0 00 purified virus mixed with 0.5 ml
NEW RNA PICORNA-LIKE VIRUS IN PECTINOPflORA GOSSYPIELLA
Fig. 1. Purified virions of P. gQssypiella virus. v: virus particJes, ec.: empty capsid. E.M. 74000 X.
49
Freund's adjuvant, and the third one with 1 ml of 1.0 00 four weeks latcr. The antigen-
immunserum reaction was. detectcd using the double diffusion technique in 1% agarose gel
described by Outcherlony (1958). The indirect ELISA test was also applicd for the
detection of virus in infected tissues according to Voller et al. (1976).
RESULTS
The absorption 260/280 ratio of virus particles is 1.74 indicating a nuclcic acid content
of isolated particles.
As shown in fig. l, the negatively stained highly purified virus particles were icosahedral
in shape and measure 27 ± l nm in diameter. Few particles were interiorly stained by the
PIA showing the viral capsid. Virions were identical in shape and size.
VIRAL PROTEIN AND NUCLEIC ACID
Electrophoresis of viral proteins revealed three major protcins of 31.7, 32.6 and 47.4 Kd
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Fig. 2. Viral protein of P. gossypiella through SDS-PAGE. Lane A: low molecular weight marker proteins. Lane 2:
Viral capsid proteins-.
DNAse and RNAse then electrophorised under denaturing condition, revealed the resistance
to DNAse which proves the RNA single stranded nature of the viral nucleic acid.
ULTRASTRUCTURE
The PgV particles were principally detected in the cytoplasm of the midgut epithelial
cells. As shown in fig. 3, virus particles were rarely and irregularly scattered in the ceIl, the
effective presence of virus particles was observed under the form of aggregates with
variable volumes inside the vesicles. The intact single or double membraned vesicles have
spherical or ovoid shapes, the viroplasmic regions were also present inside the vesicles and
the virus particles were either densily scattered or found in paracrystalline arrays. The
infected tissues were poor in cellular cytoplasmic substances in spite of the existence of
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giant mitochondria and rough endoplasmic reticulum (fig. 5). The cytoplasm seems to be
disrupted, it is probably due to the conditions of tissue fixation. Fibrilar structures (fig. 4),
corrésponding to the vesicles in volume, were frequently observed in the cytoplasm of adult
infec~ed tissues. The fibrilar structures, which derived of outline membranes, were not
homogenous in fibrilar substance, the regions which were less dense or without fibers were'
occupied by aggregates of virus particles. It is probably the origin of the vesicle formations
regarding the expansion of virus aggregates which replace gradually the fiber contents
(fig. 4).
lMMUNOLOGY AND VIRAL INFECTIVITY
The virus was serologically detected using the rabbit antiserum. Through double diffu-
sion gel, the positive reaction was detected between PgV and its antiserum while no
immunological reactions were observed with the Picomaviruses of Sesamia cretica (Fedière
et al., 1991) and Latoia viridissima (Fédière et al., 1990). The diluted antiserum reacted
with PgV suspension up to 1/~4, this indicates that the antiserum was capable to be used
for ELISA test in order to detect the virus among individually infected larvae.
The virus did not appear to be highly virulent to P. gossypiella larvae. In bioassay tests,
virus suspension was applied to 2nd and 3rd larval instars as 20 pl of viral suspension per
larva. The applied concentrations of purified virus were estimated as 1.7 OD for L3, 1.0
OD, 0.1 OD and 0.01 OD for L2. This respectively corresponding about 3.4 x 108
virions/larva for the first test and 2.0 x 108, 2.0 X 107, 2.0 X 106 virions/larva for the second
one.
Only the concentrated suspension was quite virulent to 2nd larval instar; the concentra-
tion of 1.0 OD induced 20% mortality during 18 days post-infection, while no mortality
was obtained with other applied suspensions. For the 3rd instar, the effective concentration
was only thC;lt of 1.7 OD which induced 36% mortality during the s~me delay.
Among the survived individuals, 25% of treated larvae continued their development to
pupal stage which survived 40 days compared with 20 days for 95% of control pupae.
. .
DISCUSSION
A quite number of non envelopped small RNA viruses was characterized and classified
among Picornaviridae, Nodaviridae, and Tetraviridae (Reavy & Moore, 1982). In spite of
the extensive research for P. gossypiella entomoviruses, the Pg non occluded RNA virus is
considered as the first record of this group of viruses infecting th~ pink bollworm. The
comparison of PgV major proteins and those of Picomavirus reference type (24 to 41 Kd)
shows certain correspondence (Matthews, 1982). Many insect picoma-like viruses are
known to have one heavier protein than the reference recorded in Matthews (Moore & Eley,
1991). Sorne authors reported in this case the existence of VPO protein which is repre-
sented in gel as VP4 and VP2 by cleavage. The PgV virion 10calized in paracrystalline
arrays inside the cytoplasmic .vesicles were observed among other Picomaviruses especially
that of the Gonometa podocarpi (Longworth et al., 1973, Henry & Orna, 1973, Moore,
1985, and Chao et al., 1985). ln spite of the lack of cytoplasmic substances, the existence
of giant mitochondria and rough endoplasmic reticulum reftects the activity of infected
ceUs. The later observation waS reported by Laubscher et al. (1992) in the aphid Rhopalo-
siphum padi infected by the Lethal Paralysis Virus. Slight information conceming the lethal
effect of insect picomaviruses is known. However, the research for isolating new entomovi-
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Fig. 3. Ultrathin section showing viral panicles in the cytoplasm of lhe larval midgul epilhelial ceUs, v: VIrIon, vs:
vesicle, m: vesicular membrane, mm: double vesicular membrane, er: endoplasmic reliculum, 50000X.
Fig. 4. Electron micrograph indicaling lhe formation of viral particlcs in the fibrilar structure of adult midgUI
epilhelial cells. f: fibrilar structure, 32000X,
Fig. 5. Developmenl of virus parlic1es inside the vesicle of larvaJ midgul cells, v: virion, vs: vesicle, mi:
milochondria, E.M. 50000X.
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wel1 known that sorne viruses exist either in the environment or in laboratory rearing which
are not pathogenic to their respective hosts. In this case, the host insects reach their
complete biological cycle without any sign of pathological symptoms (L'heritier, 1954;
Stolz & Vinson, 1977; Mialhe, 1982). Recently, Moore & Eley (1991), reviewed the small
RNA insects viruses which resulted or not in the pathological symptoms. Chao et al. (1985).
and Muscio et al. (1988) described the existence of picorna-like viruses in apparently
. healthy individuals respectively of Pseudoplusia includens and Triatoma infestans. These
. infections were considered as associated or non pathogenic viruses.
The experimental infection' by P. gossypiella virus, which induce a moderate larval
mortality, indicate the non acute pathogenic effect of this virus. Through laboratory
observations, the virus is always existing within adult populatio~s which continue their life
cycle either in laboratory rearing or among field populations (unpublished data).
Finally, this form of associated viruses could play an important rple as a regulating factor
of pest populations, so further studies and observations are required to determine the role
of PgV and the mechanism of its transmission through successive generations.
RÉSUMÉ
Un nouveau « Picoma-Jike » virus à ARN isolé chez la teigne du cotonnier Pectinophora gossypiella
, (Lep. : Gelechiidae) en Egypte
Un nouveau virus infectant le ver rose du cotonnier, Pectinophora gossypieLla, a été isolé, et purifié
à partir de larves mortes récoJtées en champ de coton. Les virions purifiés de 27 ± 1 !Un de 'diamètre,
ont une fonne icosaédrique et contiennent un génome à ARN. Trois protéines capsidaires de 31,7,
32,6 et 47,4 Kd ont été trouvées dans les virions. Le virus purifié n'est pas hautement infectieux pour
les larves, cependant la durée du stade chrysalide est supérieure chez les lots infectés artificiellement.
Dans les tissus att~ints, les virions sont dispersés dans le cytoplasme des cellules de l'intestin ou bien
groupés en amas paracrystaIlins de même type que chez d'autres insectes infectés avec des
picomavirus. Les aqultes malades transmettent ce virus à Jeur descendance.' Par sa forme, sa taille et
ses caractéristiques chimiques, ce virus libre peut être placé près des Picomavirus d'insectes.
Received: 5 August 1994; Accepted : 28 April 1995.
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2. Le Baculovirus de granulose de Pectinophora gossypiella
C'est en établissant le spectre d'hôte du Densovirus de M. loreyi que
nous avo~ lancé des séries d'infection de larves de P. gossypiella en juin
1996. Les taux de mortalité furent très élevés car, comme nous l'avons exposé
précédemment, le MlDNV se multiplie aisément sur cet insecte; mais panni
les individus malades, certains présentaient des symptômes laiteux. C'est à
partir de ces larves que nous avons mis en évidence un Baculoviros de
granulose. Cette souche virale semble nouvelle car, d'une part, aucun
Granulovirus n'a été décrit chez cette espèce, et d'autre part, les profils de
restriction enzymatiques de l'ADN viral ne présentent aucune similitude avec
ceux des 4 souches de Granulovirus d'Egypte, présents au laboratoire. Des
études complémentaires se déroulent actuellement sur ce virus.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Les résultats présentés dans ce mémoire ont trait à la mise en évidence
de viroses chez plusieurs espèces de Lépidoptères ravageurs majeurs de
cultures pérennes en Côte d'Ivoire et de cultures annuelles en Egypte, à la
caractérisation des agents responsables et, pour certains d'entre eux, à la
démonstration de leurs potentialités en tant qu'agents de régulation des
populations naturelles de ces ravageurs.
Nos recherches en Côte d'Ivoire, plus particulièrement orientées sur les
maladies à étiologie virale chez les Lépidoptères défoliateurs du palmier à
huile ont été particulièrement fructueuses puisqu'elles ont abouti à l'isolement
et à la caractérisation de trois petits virus à ARN chez L. viridissima, T.
rufisquamata et P. laufeIIa, d'un Baculovirus de polyédrose nucléaire chez L.
viridissima et d'un Densovirus chez C. extranea (CeDNV). De plus, la
recherche de viroses chez des espèces de Lépidoptères défoliateurs d'autres
plantes pérennes nous a conduit à caractériser deux virus de type
Picomavirus, l'un chez T. umbra, Limacodidae ravageur du bananier, l'autre
chez E. pergrisea, Notodontidae ravageur des Tenninalia, essences de
reboisement.
Bien que préliminaires, des résultats concluants ont été obtenus en
expérimentations en champs avec le Densovirus de CeDNV et le Picomavirus
de L. viridissima. Dans les deux cas, des mortalités supérieures à 90 %, ont
été enregistrées, validant ainsi les données de laboratoire et indiquant les
capacités de ces virus à réguler les populations naturelles de leur hôte.
Pour la plupart de ces virus nous nous sommes efforcés de développer
des outils de diagnostic. Une étude plus poussée du CeDNV nous a permis de
caractériser partiellement son génome et de démontrer que la lignée cellulaire
SPC Bm 40 de B. mori était sensible à l'infection par ce virus.
Par la diversité des modèles mis en évidence, nos travaux en Côte
d'Ivoire ont ouvert de nombreuses perspectives de recherche en
entomovirologie ~t d'un point de we fondamental qu'appliqué. Les données
présentées dans ce mémoire pourront notamment servir de base à des études
plus approfondies qui devraient à tenne déboucher sur la caractérisation de
nouveaux groupes de virus et enrichir ainsi la virologie fondamentale par
l'apport de nouveaux modèles. Les premiers essais prometteurs d'utilisation
en champs de deux de ces virus, l'un de type Densovirus, l'autre de type
Picomavirus apportent la preuve que des virus autres que les Baculovirus
classiquement u~s pour la lutte biologique présentent des potentialités
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intéressantes dans ce domaine qui mériteraient d'être exploitées pour la lutte
contre des ravageurs de première importance dans cette région. Ces essais ont
malheureusement été interrompus par notre départ de Côte d'Ivoire en 1989.
En Egypte, nos recherches sur les viroses des ravageurs de cultures
annuelles, en particulier de graminées vivrières comme le mais, se sont
avérées tout aussi prometeuses. En effet, avec trois Baculovirus de granulose,
chez S. cretica, O. nubilalis et P. gossypiella, un Densovirus chez M loreyi,
un Tetravirus chez O. nubilalis, et trois petits virus à ARN de type
PicornaVirus chez S. cretica, G. mellonella et P. gossypiella, ce sont huit
nouveaux virus que nous avons isolés et caractérisés.
Une part importante de nos travaux a été consacrée à l'étude du
Densovirus de M loreyi (MLDNV) dont un ensemble de propriétés
remarquables en fait un agent potentiel particulièrement prometteur dans le
domaine de la lutte biologique. En effet, ce virus est présent à l'état
endémique dans les populations naturelles du ravageur et les tests de
virulence réalisés en laboratoire ont montré sa rapidité d'action. De plus, le
MLDNV possède un large spectre d'hôte, et cette polyspécüicité inclue non
seulement les autres Lépidoptères ravageurs du maïs, mais également des
espèces nuisibles pour le cotonnier comme S. littoralis et P. gossypiella. Les
potentialités de ce virus nous ont incité à approfondir la caractérisation de ce
virus.
C'est ainsi qu'une analyse fine de son génome a été entreprise. Elle a
conduit au clonage d'une séquence infectieuse capable, par transfection, de
générer des virions intacts, non seulement chez la larve de S. littoralis, mais
également en culture cellulaires de la lignée SPC Gm 17 de G. mellonella. Le
plasmide infectieux pMI 9 offre ainsi la possibilité d'amplüier de façon
illimitée le génome dans E coli et donne accès à son séquençage complet. Les
premières analyses montrent que le génome du MLDNV présente des
homologies de séquence avec deux autres Densovirus déjà séquencés : celui
du JcDNV, virus à large spectre d'hôtes également, et celui du GmDNV dont
le spectre d'hôtes est limité à une seule espèce. Lorsque la séquence du
MLDNV sera connue, une analyse comparative détaillée des séquences
génomiques de ces trois virus pourra être faite. Elle devrait permettre
d'identüier les séquences potentiellement responsables de la virulence et de la
spécificité d'hôtes de ces virus. On pourra alors tenter, par insertion, délétion
ou mutagénèse dirigée de certaines séquences, de modifier les propriétés de
ces virus afin d'en élargir le spectre d'hôtes ou de renforcer leur pouvoir
pathogène. Parallèlement à ces recherches, il conviendra de vérifier que le
MLDNV n'est pas pathogène pour les insectes auxilliaires utiles. Une fois
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cette démonstration faite, des essais d'épandages de suspensions virales en
champs pourront être réalisés pour valider les données de laboratoire.
Outre les recherches sur le MlDNV, les travaux sur le nouveau
;Baculovirus de granulose que nous avons découvert chez S. cretica (ScGV)
ouvrent de nouvelles perspectives de lu~ contre ce foreur. Les essais de
traitement contre la sésamie et les études épidémiologiques de la granulose
sont encourageants bien qu'il existe comme pour la plupart des souches
sauvages de Granulovirus certains facteurs limitant, notamment leur relative
lenteur d'action.
Enfin, l'étude des nombreux virus icosaédriques à ARN que nous avons
identifiés chez plusieurs espèces inféodées aux cultures annelles en Egypte
offre un vaste champ d'investigations dans les domaines de la virologie
comparée et de la lutte biologique à base d'entomovirus.
Parmi les nombreux virus que nous avons isolés aussi bien en Côte
d'Ivoire qu'en Egypte, ceux appartenant au groupe des Densovirus nous
paraissent offrir, de par leur fort pouvoir pathogène et les possibilités de
modification de leurs propriétés par génie génétique, les potentialités les plus
prometteuses pour une utilisation à des fins de lutte biologique. Nous pouvons
raisonnablement penser que, dès lors que ces souches virales auront satisfait
aux tests d'inocuité sur vertébrés, comme c'est le cas pour les Baculovirus,
elles permettront le développement de nouveaux biopesticides et
contribueront ainsi à la mise en place de méthodes alternatives à l'utilisation
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ANNEXE 1
SOLUTIONS TAMPONS ET MILIEUX DE CULTURE




Bacto yeast extract 5 g/1
NaCI 5 g/1
pH 7,5
2°) Milieu LB solide:
Milieu LB qsp
Agar 15 g/l
Autoclaver LB et LB solide, laisser refroidir jusqu'à 50°C,
puis additionner: Ampicilline 50 mg Il
B. Culture cellulaire
Milieu Grace (Grace, 1962) modifié (Léry et Fédière, 1990b)
Milieu Grace (Gibco) qsp
Pénicilline 100 mg / ml
StreptQmycine 100 mg / ml
Vitamines Qsp
Sérum de veau (svf) 15 % v/v
pH 6,4. Les cellules sont cultivées à 27°C.
II. Solution de préparation de bactéries compétentes





III. Tampons d'extraction des virions et de purification de l'ADN
A. TRIS (pH 7,8)
Tris-Hel 0,05M
B. TRIS - SDS (pH 7,8)
Tris-Hel 0,05 M
SDS 0,06 % (plv)
Pour le broyage des larves, il est utile d'ajouter 2% d'acide ascorbique
et 0,02% de NaN3.
IV. Tampon d'extraction d'ADN





B. Tampon STET (Maxipreps) 500 ml
Saccharose 40 g
Triton X100 25 ml
EDTA 3,86g
Tris-HCI (pH 8, 0) 3, 02 g
V. Tampon d'enzymes de clonage et d'électrophorèse





B. Tampon 10X de l'ADN polymérase d'E. coli (Klenow)




C. Tampon CIP 10X de déphosphorylation








10 mM (avant emploi)
D. Tampon STE 10 X de déphosphorylation
NaCI 5 M
Tris-HCI - pH 8, 0, 1 M
EDTA O,lM
Aprotinine 0, 5 %
NP 40 0,5%
VI. Tampon d'hybridation















Les enzymes de restriction que nous avons utilisées provenaient du
fournisseur Boerhinger. Les réactions enzymatiques réalisées soit avec les
endonucléases de restriction, soit le fragment de Klenow (fragment de l'ADN
polYffiérase 1 diE: coli ), soit la phosphatase alcaline de veau, soit la T4 DNA
ligase, l'ont été selon les protocoles préconisés par le fournisseur ou par ceux





1. Purification des virions
A.:Purification à partir de larves
Le broyat de larves infectées est soumis aux ultrasons puis
clarifié pendant 10 mn à 15.000 g. Les virions contenus dans le surnageant
sont mis au culot par une centrifugation à 145.000 g à 5°C pendant 2 heures.
Les virions contenus dans les culots sont remis en suspension dans du tampon
Tris, homogénéisés au potter, soumis aux ultrasons, et déposés sur des
gradients de saccharose 15 %" - 45 % (P/P). Après une centrifugation à
120.000 g à 5°C pendant 2 heures 30, la bande de particules virales est
récupérée au spectrophotomètre. Les virions sont dilués dans du tampon
TRIS, concentrés par ultracentrifugation comme précédemment et conservés
ultérieurement à - 20°C.
B. Purification à partir de cultures cellulaires
L'extraction des virions à partir de cultures cellulaires se fait 5 à 7
jours après infection. Pour cela, les cellules sont décollées et centrifugées à
400 g pendant 5 min. Le culot est récupéré et incubé dans du tampon
STE(annexe I) sous agitation, pendant 10 min à 4°C. La suspension est
homogénéisée au potter, soumise aux ultrasons, puis clarifiée pendant 10 min
à 15.000 g. A partir de ce stade, la purification des virions est poursuivie
comme pour ceux provenant de larves.
II. Analyse de l'ADN viral
A. Extraction de l'ADN viral
La suspension de virus purifiée est ajustée à 40 mM EDTA, 200
mM KC1, puis traitée par le lauryl sarcosinate de sodium (sarkosyI) à 2%, et
la protéinase K à 200 JJg/ml final, pendant 2 heures à 50°C. La
déprotéinisation de la solution d'ADN est parachevée par 2 extractions par un
volume de phénol saturé de tampon TE, puis de phénol-chloroforme-alcool
isoamylique (25 : 24 : 1) et enfin de chloroforme-alcool isoamylique (24 : 1).
La phase aqueuse est récupérée et l'ADN est ensuite précipité au froid par
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addition de 2 volumes d'éthanol 100% en présence de 1/10 de volume
d'acétate de sodium 3 M pendant 12 heures à -20°C ou 15 minutes à.-70°C.
Après une centrifugation de 15 mn à 24 000 g à 4°C, le culot d'ADN est rincé
à l'éthanol 70%, séché, puis repris dans le tampon TE. La pureté de la
suspension d'ADN viral est controlée et sa concentration déterminée par
spectrophotométrie UV. Une unité de DÛ à 260 Dm correspond à 50 ~ml
d'ADN bicaténaire.
B."Digestion de l'ADN par les endonucléases de restriction
La digestion de l'ADN par les enzymes de restriction se fait dans
les conditions décrites par le fournisseur ou par ceux décrits dans les manuels
de laboratoire d'Ausubel et al. "(1987) ou de Maniatis et al. (1989).
Généralement, la digestion d'environ 1 à 2 JJg d'ADN se fait dans un volume
final de 20 Jll contenant de l'ADN, 2 Jll de tampon de digestion 10 x, un
volume adéquat de la solution" d'enzyme correspondant à environ 5 U /JJg
d'ADN et complété par de l'eau distillée. La digestion de l'ADN est réalisée
dans un microtube stérile par incubation au bain marie à 37°C pendant 1
heure. Une digestion multiple peut être menée simultanément avec deux ou
plusieurs enzymes si celles-ci sont actives dans le même tampon. Dans le cas
contraire, l'enzyme qui nécessite le tampon de force ionique la plus faible doit
être utilisée en premier lieu. La force ionique du milieu réactionnel est ensuite
ajustée, la seconde enzyme ajoutée et l'incubation poursuivie.
c. Electrophorèse en gel d'agarose
L'analyse de l'ADN viral se fait par séparation électrophorétique
en gel d'agarose horizontal. Les gels d'agarose de 0,8 à 2% sont préparés.et
soumis à l'électrophorèse dans le tampon TEP (voir annexe I). Les gels sont
ensuite colorés dans une solution" de BET (0,5 mg/ml) pendant 5 min et rincés
à l'eau. Les profils de restriction sont visualisés en lumière UV à 312 om.
Les marqueurs de poids moléculaire utilisés sont fournis par
Boehringer: Marqueur m (ADN du phage 1 digéré par Hind m + Eco RI,
125,564,831,947,1375,1584,1904,2027,3530,4268,4973, 5148, 21226
pb); Marqueur VI (ADN du plasmide pBR328 digéré par Bgl 1 + Hinf l, 154,
220,234,298,394,453,517,653, 1033,1230, 1766,2176pb),Marqueur\nIT
(ADN du bactériophage SSP1 digéré par Eco RI, 370, 490, 680, 1000, 1150,
1400, 1500, 1850, 1900,2700,3500,4800,6000, 7100 pb).
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D. Purification des fragments de restriction de l'ADN
Les bandes d'ADN correspondant aux fragments de restriction
destinés à un usage ultérieur sont découpées dans le gel d'agarose exposé à la
-.lumière UV. L'ADN est élué des bandes d'agarose selon la méthode du kit
"Gene clean TMIl (Vogelstein et Gillepsie, 1979).
III. Préparation d'une sonde froide marquée à la digoxigénine d-UTP
A. Préparation de l'ADN
l'ADN viral natif, ou plus tard, l'ADN cloné, peuvent être utilisés
pour fabriquer une sonde froide marquée par incorporation de déoxyuridine
triphosphate couplée à la digoxigénine selon la technique de "random
prirning"(Feinberg et Vogelstein, 1983).
Pour la préparation de la sonde, 1 JJg d'ADN est dénaturé par
chauffage à 95° C pendant 10 mn puis refroidi dans la glace. Ensuite sont
ajoutés 2 t.ù (250 ng) d'un mélange d'hexanucléotides servant d'amorce à la
synthèse du brin complémentaire, 2 t.ù d'un mélange de désoxynucléotides
triphosphate (dATP 1mM, dCTP 1mM, dGTP 1 mM, dTrP 0,65 mM,
digoxigénine Il dUTP 0,35 mM), 1 t.ù de fragment Klenow de l'ADN
polymérase 1 de E. coli (2u/t.ù) dans un volume total de 20 t.ù complété par de
l'e~u distillée. Le mélange est incubé à 37° C pendant une heure puis la
réaction arrêtée par addition de 2 t.ù d'EDTA 0,2 M. La sonde ainsi obtenue
est dénaturée par chauffage à 65° C pendant 10 mn et conservée à-20° C.
B. Hybridation et révélation
Les hybridations ADN-ADN sont réalisées selon le protocole du
Kit Boehringer (ilONA labeling and détection kit non radioactive") pour les
deux techniques ci-après décrites (Southem blot et dot blot). Elles pennettent
de révéler de très petites quantités, de l'ordre de quelques picogrammes
d'AD.N. Pour cela, les membranes subissent une préhybridation à 68°C
pendant une heure dans la solution d'hybridation (voir annexe 1). Cette
dernière est ensuite remplacée par la solution d'hybridation contenant la sonde
fratêhement dénaturée. Après 6 heures d'incubation, la membrane est traitée
par différentes solutions et tampons, et incubée dans une solution d'anticorps
conjugué antidigoxigénine à 150 mU/mI. Elle est ensuite révélée après
addition du complexe NBT (0,3 mg/mI) - X phosphate (0,15 mg/ml ). La
révélation apparai't sous fonne de spots noirs (dot blot) ou de bande noire
(Southem blot) dans les 15 min qui suivent, ou plus tard suivant la quantité de
l'ADN à détecte~ et de l'efficacité de la sonde.
192
Plusieurs sondes peuvent être utilisées successivement pour la
même membrane. Celle-ci doit être déshybridée avant l'incubation avec la
deuxième sonde. La méthode consiste d'abord à décolorer la membrane dans
:plusieurs bains de DMF (Diméthylformamide) chauffé à 50-60°C, puis la
sonde est éliminée par incubation de la membrane pendant 30 mn à 37°C dans
NaOH 0,2 M contenant 0,1% de SDS.
c. Techniques d'hybridation
1. Transfert selon Southem
Nous pratiquons une hybridation pour rechercher des homologies
de séquence, séparément, dans chaque fragment de restriction de l'ADN. Les
fragments d'ADN sont séparés par électrophorèse en gel d'agarose. Après
plusieurs traitements préconisés par le fournisseur (Boehringer) le gel est
ensuite transféré par capillarité sur une membrane de Nylon chargé
positivement selon la méthode de Southem (1975). Après transfert, la
membrane est séchée à l'air, et l'ADN est fixé de façon covalente à la
membrane par exposition de celle-ci à la lumière ultra-violette (312 nm)
pendant 5 mn. La membrane peut être directement hybridée avec une sonde
ou elle peut être conservée à 4°C et rester prête à l'emploi.
2. Technique de dot blot
Dans ce cas, la recherche d'homologies se pratique sur l'ADN
global. C'est le cas pour les tests de diagnostic. Les suspensions contenant les
virus sont directement déposées sur la membrane de nylon sous fonne de
taches et séchées à température ambiante. Selon un protocole identique à celui
utilisé dans la méthode de Southem, la membrane subit une dénaturation qui
détruit la capside virale et libère l'ADN, celui-ci est fixé à la membrane de
façon covalente par une exposition aux UV.
IV. Techniques de clonage de l'ADN viral
A. Préparation de l'ADN viral
1. Extraction de l'ADN viral
L'ADN viral a été purifié selon la méthode indiquée au
paragraphe lIA.
2. Remplissage des extrémités (nfillingn) de l'ADN viral
Cette réaction s'effectue pendant 15 à 30 min à 22 OC dans un volume
total de 50 Jll. contenant 2 - 5 Jlg de l'ADN, 5 Jll. de tampon de réaction de
193
Klenow 10X (voir annexe 1), 2 ~ du mélange des désoxynuc1éotides
triphosphate à 2 mM chacun et 1 à 1,5 unité d'enzyme de Klenow par ~
d'ADN. Après incubation, l'ADN polymérase est inactivée par chaUffage à
, 65°C, puis diluée à 100 ~ pour avoir un volume manipulable, et faire une
extraction au phénol-chloroforme.
3. Phosphorylation de l'ADN viral
D,ans l'incertitude de la présence des extrémités 5' phosphate de l'ADN
viral, nous les avons phosphorilées.
B. Préparation de l'ADN plasmidique
1. MaxipréParations des plasmides par lyse alcaline
Un inoculum de bactéries (ou une colonie bactérienne) est mis en
préculture ("Starter") agitée à 37°C pendant 12 heures dans 2 ml de milieu LB
contenant de l'ampiciline à 50' mg/l. Cette préculture sert à ensemencer 200
ml de milieu LB contenant le même antibiotique. La culture incube pendant
toute la nuit dans les mêmes conditions que précédemment. Les plasmides
sont extraits de la suspension bactérienne par la méthode de Birnboim et Doly
(1979), puis purifiés par centrifugation en gradient de densité de chlorure de
césium en présence de bromure d'éthidium (BET), selon le protocole décrit
par Maniatis et al., (1989). L'ADN plasmidique est précipité, à l'éthanol, séché
sous vide puis repris dans du tampon TE.
2. Déphosphorylation de l'ADN plasmidique
La déphosphorylation empêche la recircularisation du plasmide
linéarisé. Elle est réalisée en présence de phosphatase alcaline d'intestin de
veau (CIP). Le protocole est décrit par Maniatis et al., (1989).
c. Ligation de l'insert viral et du plasmide vecteur
, La ligation est réalisée avec l'ADN ligase T4, en utilisant un rapport
insert / vecteur variant de 2 à 10, à température de 16°C pendant 15 heures.
Le protocole de ligation sont décrits par Maniatis et al., (1989).
D. Préparation des bactéries compétentes
La préparation et la transformation des bactéries compétentes sont
réalisées selon une méthode proche du protocoles proposé dans "Current
protocols in molecular biology" (Ausubel et al., 1987). 200 ml de milieu LB
sont ensemencés avec 2 ml d'une préculture en phase stationnaire, puis agités
à 37°C. La suspension bactérienne est centrifugée à 4000 g pendant 5 mn et le
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culot repris dans 5 ml d'une solution de Pipes froide (annexe I) et après 30 mn
d'incubation dans la glace, recentrifugé comme précédemment. Le dernier
culot est repris dans 1 ml de la solution de Pipes froide, incubé à 4°C pendant
quelques heures avant d'être conservé sous fonne d'aliquotes de 200 J.Ù à -
70°C pendant plusieurs mois.
E. Transfonnation des bactéries et sélection des colonnies transfonnées
Pour transfonner les bactéries, on ajoute à 100 ul de bactéries
compétentes, 10 à 100 ng d'ADN. Après 15 mn d'incubation dans la glace, et
un choc the~que de 5 mn à 37°C, le volume de la préparation est ajusté à
0,5 ml et mis à incuber pendant 1 heure à 37°C. Les bactéries sont ensuite
étalées sur des boîtes de milieu gélosé LB contenant l'antibiotique approprié et
un indicateur du gène de sélection lac Z porté par le plasmide pEMBLI9+.
Cet indicateur contient 40 mg/ml d'XGal et de l'IPTG à 1 mM. Les clones de
bactéries transfonnées et sélectionnées apparaissent sur les boîtes après une
nuit d'incubation à 37°C. Les bactéries transfonnées par les plasmides
recombinants fonnent des colonies blanches à l'inverse de celles qui
contiennent des plasmides non recombinants qui sont bleues.
F. Minipréparations des plasmides
Les colonies bactériennes issues de la transformation et vérifiant les
critères de sélection sont mises en culture agitée à 37°C dans 2 ml de milieu
LB contenant de l'ampicilline. L'ADN plasmidique, contenant les inserts
viraux, est extrait selon la méthode de Maniatis et al., (1989). L'ADN
plasmidique est précipité à l'éthanol, séché sous vide puis repris dans du
tampon TE.
G. Analyse des inserts viraux
1. E1ectrophorèse en gel d'agarose (voir paragraphe nC)
2. Hybridation par sonde nucléique (voir paragraphe ID)
v. Techniques de repiquage et d'entretien des lignées cellulaires
Les cultures cellulaires sont entretenues par des repiquages
hebdomadaires en boîtes de 25 cm2 contenant 5 ml de milieu de culture.
Avant le repiquage, les cultures sont homogénéisées en aspirant et rejetant
vivement plusieurs fois le milieu de culture sur le tapis cellulaire, pour qu'un
nombre suffisant de cellules se décolle du support. Une fraction du mélange,
soit 1 ml contenant 2.106 cellules, est alors introduite dans une nouvelle
boîte, arec un complément de milieu frais (5 ml de volume final ), qui est
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p~acée à l'étuve à 27°C. Pour les transfections ou les infections, les cellules
sont aliquotées à raison de 106 cellules environ par cupule de boîte Falcon à 6
cupules ou 2.106 cellules par boîte de 25 cm2 et utilisées 24 à 36 heures plus
:tard.
VI. Techniques sérologiques
A. Prép~ation des antisérums et détection d'antigènes par la technique
ELISA'
Des immumsérums anti-MLDNV ont été préparés sur lapins selon la
méthode préconisée par Fédière et al. (1990a). Les tests de détection ELISA
ont été menés selon la méthode indirecte à la phosphatase alcaline(Kelly et
al.,1978b).
B. Détection in situ d'antigènes par la technique d'immunotluorescence
La technique d'immunofluoresence utilisée dérive de la méthode de
Stitz et al., (1988). Cinq à sept jours après infection ou transfection, les
cellules sont fixées par une solution de formaldéhyde à 3% pendant 30 mn
puis perméabilisées par du Triton 3% en tampon phosphate (IF - Pasteur)
pendant 30 mn à la température ambiante. Les cellules sont ensuite rincées
avec du tampon PBS, puis mises en contact pendant 1 heure avec l'anticorps
anti-MLDNV, dilué dans le tampon IF. Les cellules sont- à: nouveau rincées
puis incubées pendant 1 heure dans du tampon IF contenant l'anticorps
conjugué anti IgG de lapin marqué à la fluorescéine et du bleu d'Evans au
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Studies on viroses isolated from Lepidoptera of economic importance
for perennial crops in Côte d'Ivoire and annual crops in Egypt
SUMMARY
Entamopathogenic viroses have been isolated from natural populations of severa! major insect
pests in Côte d'Ivoire and Egypt.
In Côte d'Ivoire a DensovinJs was isolated from Casphalia extranea (CeDNV) and small RNA
picoma-like viroses were isolated from four other major oil palm pests, Latoia viridissima, Turnaca
rujisquamata, Pteroteinon laufella and Coelaenomenodera minuta. The genome of the CeDNV has
been analyzed and proved ta he of a new type. Both the CeDNV and the L viridissima Picomaviros
were successfully used in field trials during pest outbreaks. The two Picomaviruses isolated from T.
rujisquamata and P. laufella presented a high pathogenicity as shown by their ability ta induce
epizootics.
In Egypt severa! viroses were isolated from the major maize, rice and cotton pests : three
Baculoviruses of granulosis from Sesamia cretica, Ostrinia nubilalis and Pectinophora gossypiella,
one DensovinJs from Mythimna loreyi, one Tetraviros from O. nubilalis and three small ARN Picoma-
like vinJses from S. cretica, Galleria mellonella and P. gossypiella. The Densovirus of the noctuid M.
loreyi (MlDNV) proved ta he highly pathogenic and exhibited a wide host range including Spodoptera
littoralis and other major lepidoptera crop pests. The vinJs could efficiently replicate in G. mellonella
SPC-Gm-17 cellline. A complete sequence of the viral genome was cloned in pEMBL 19+ plasmid and
the resulting plasmid proved ta he infectious when transfected ta S. Iittoralis larvae or SPC-Gm-17
cells.
A new Baculovirus of granulosis isolated from S. cretica was successfully used ta control this
pest in field conditions.
KEY-WORDS:
Biological control, Maize, Oil palm, DensovinJs, Picomavirus, Granulosis Virus, Mythimna loreyi,
Sesamia cretica, Casphalia extranea, molecular cloning
RESUME
Partant de la mise en évidence d'entomovirus dans les populations naturelles de ravageurs de
plantes pérennes en Côte d'Ivoire et de plantes annuelles en Egypte. nous avons mené en parallèle des
études fondamentales pour caractêriser ces virus et des essais de traitement en plantation dans la
Perspective de les utiliser pour la mise au point de biopesticides.
En Côte d'Ivoire. un Densovirus et cinq Petits virus à ARN ont été isolés. Nous avons plus
particulièrement analysé le génome du Densovirus de Casphalia extranea (CeDNV) qui s'avère d'un
type nouveau. Ce Densovirus ainsi que le Picomavirus de Latoia viridissima ont fait l'objet de
pulvérisations aériermes en plantations de palmiers à huile qui ont pennis de contrôler efficacement les
pullulations des insectes hôtes. Deux Picomavirus isolés de deux autres ravageurs de palmiers à huile.
Tumaca rujisquamata et Pteroteinon laufella. présentent un fort pouvoir pathogène. illustré par les
épizooties qu'ils déclenchent.
La recherche de viroses chez des Lépidoptères défoliateurs d'autres plantes pérennes nous a
conduit à caractériser deux virus de type Picomavirus. l'un chez Teinorhyncha umbra. ravageur du
bananier. l'autre chez Epicerura pergrisea. ravageur des Tenninalia. essences de reboisement.
En Egypte. trois Baculovirus de granulose chez Sesamia cretica. Ostrinia nubilalis et
Pectinophora gossypiella. un Densovirus chez Mythimna loreyi. un Tetravirus chez O. nubilalis et trois
Petits virus à ARN de type Picomavirus chez S. cretica. Galleria mellonella et P. gossypiella ont été
identifiés chez les ravageurs du maïs et du cotonnier. L'étude du Densovirus isolé chez le Noctuide M
loreyi (MlDNV) a mis en évidence deux propriétés intéressantes dans une perspective de lutte
biologique : son large spectre d'hôtes et sa virulence élevée. Ce Densovirus est capable de se multiplier
en cultures cellulaires. La carte physique de restriction de son génome. montre que le MlDNV est
proche des Densovirus de G. mellonella et de Junonia coenia. Le génome complet de MlDNV a été
cloné dans pEMBL 19+. Le plasmide recombinant (pMl9) est infectieux pour les larves de Spodoptera
littorallis et il est capable de transfecter les cellules de la lignée SPC.Gm 17.
Les travaux sur le nouveau Baculovirus de granulose de S. cretica (ScGV) dont nous avons
caractérisé le génome ouvrent de nouvelles perspectives de lutte contre ce foreur. Les essais de
traitements contre la sésamie et les études épidémiologiques sont encourageants. Les rendements en
grains des parcelles traitées montrent l'efficacité du biopesticide viral.
MOTS-CLFS:
Lutte Biologique. Palmier à huile. Mais. Densovirus. Picomavirus. Baculovirus de granulose. Mythimna
loreyi. Sesamia cretica. Casphalia extranea. Clonage moléculaire
